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PATENT COOPERATION TREATY 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 




NOTIFICATION CONCERNING 
DOCUMENT TRANSMITTED 



Date of mailing (day/month/year) 
07 March 1997 (07.03.97) 



International application No. 
PCT/EP95/02915 



To: 



United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 



International filing date (day/month/year) 
24 July 1995 (24.07.95) 



Applicant 

BOEHRINGER MANNHEIM GMBH et al 



The International Bureau transmits herewith the following documents and number thereof: 

copy of the English translation of the international preliminary examination report (Article 36(3)(a)) 



The International Bureau of W1PO 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneva 20, Switzerland 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Authorized officer 

A. Karkachi 

Telephone No.: (41-22) 730.91.11 



Form PCT/IB/310 (July 1992) 



001430656 



PATENT COOPERATION TF . ATY 

From the INTERNATIONAL BUREAU 



EO/US - 
PCT/EP95/02915 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 
(PCT Rule 61.2) 



Date of mailing: 

08 February 1996 (08.02.96) 



To: 



United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Washington D.C. 20231 
United States of America 

in its capacity as elected Office 



International application No.: 

PCT/EP95/02915 



Applicant's or agent's file reference: 

11051P WO/WWbj 



International filing date: 

24 July 1995 (24.07.95) 



Priority date: 



25 July 1994 (25.07.94) 



Applicant: 



JOSEL, Hans-Peter etal 



1 . The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X [ in the demand filed with the International preliminary Examining Authority on: 
27 December 1995 (27.12.95) 



| I in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election QT| 

□ 



was 



was not 



made before the expiration of 1 9 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer: 




34, chemin des Colombettes 






1211 Geneva 20, Switzerland 


J. Zahra 






Facsimile No.: (41-22)740.14.35 


Telephone No.: (41-22)730.91.11 




Form PCT/IB/331 (July 1992) 




984790 



PCT/EP95/02915. 



PATENT COOPERATION TREATY 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 



NOTIFICATION OF RECEIPT OF 
RECORD COPY 

(PCT Rule 24.2(a)) 



To: 










I r * ^ / i 






WEICKMANN, H. 




r or" 




Kopernikusstrasse 9 








D-81679 Munchen 
ALLEMAGNE 




r-v ' 

: i iu v t. ; 





Date of mailing (day/month/year) 
30 August 1995 (30.08.95) 


IMPORTANT NOTIFICATION 


Applicant's or agent's file reference 
11051 PWO/WWbj 


International application No. 
PCT/EP95/02915 



The applicant is hereby notified that the International Bureau has received the record copy of the international application as 
detailed below. 

Name(s) of the applicant(s) and State(s) for which they are applicants: 

BOEHRINGER MANNHEIM GMBH {for all designated States except US) 
JOSEL, Hans-Peter et al (for US) 



International filing date 
Priority date(s) claimed 



Date of receipt of the record copy 
by the International Bureau 



24 July 1995 (24.07.95) 

25 July 1994 (25.07.94) 

31 August 1994 (31.08.94) 
31 August 1994 (31.08.94) 
04 November 1994 (04.11.94) 



30 Aug ust 1 995 (30.08.95) 

Designated Offices which will be notified of the receipt of the record copy : 

EP rAT^E^H^DE^DK^S.FR.GB^RJE^T^U^MaNUPT.SE 
National :AU,CA,CN,FI,JP,KR,NO,NZ,US 



ATTENTION 

The applicant should carefully check the data appearing in this Notification. In case of any discrepancy between these data 
and the indications in the international application, the applicant should immediately inform the International Bureau. 

In addition, the applicant's attention is drawn to the information contained in the Annex, relating to: 



X 



time limits for entry into the national phase; 
| X | confirmation of precautionary designations; 
| | requirements regarding priority documents. 



A copy of this Notification is being sent to the receiving Office and to the International Searching Authority. 





The Internati nal Bureau fWlPO 
34, chemin des Col mbett s 
12 11 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Authorized officer: /3^^ 

B. Schmitt 

Telephone No. (41-22) 730.91.11 



Form PCT/IB/301 (January 1994) 



000838429 



A 



PCT 



ANTRAG 



Der Unterzeichnete beantragt, da£ die vorliegende 
internationale Anmeldung nach dem Vertrag iiber die 
intemationale Zusammenarbeit auf dern Gebiet des 
Patent wesens behandelt wird. 



» Vom Anmeldeamt auszufullen 



PCT/EP 9 5 / 0 2 9 15 

Internationales Aktenzeichen 



2 h JUL 1995 

Internationales Anmeldedatum 



(24. 07.95) 



EUROPEAN PATENT OFFICE 

PCT INTERNATIONAL APPLICATION 
Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewunscht) 
(max. 12 Zeichen) iinRip wn /wwh n 



FeidNr.l BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG oiigomere Tragermo lekiile mit definiert 
eingebauten Markierungsgruppen und Haptenen 


Feld Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrift: (Familienname.Vorname; tenumtocto 

Boehringer Mannheim GmbH 
Sandhofer StraBe 112 - 132 
D-68305 Mannheim 
DE 


1 1 Diese Person ist 

' ' gleichzeitig Erfinder 


Telefonnr.: 


Telefaxnr.: 


Femschreibnr.: 


Staatsangehorigkeit (Staat): 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmelder | 1 a llc Bestim- f^vl alle Bcstimmungsstaatcn mit Ausnahmc 1 1 nur die Vereinigten 1 I die im Zusatzfeld 

ftir fnl^nrie Siaaten: | 1 mungsstaaten 2 ±15 der Vereinigien Staaten von Amerika | 1 Staaten von Amerika | 1 angegebenen Staaten 


Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: (Familienname,Vorname; beiiuristischenPersonenvollstandigeam 

Beider Anschrift sind die Positeitzahl und der Name des Staatsanzugeben) 

JOSEL, Hans-Peter 
Pralatenweg 7 
D-82362 Weilheim 
DE 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

]^x\ Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder I 1 a n e Bestim- 1 1 alle Beslimmungsstaaten mit Ausnahme nur die Vereinigten 1 I die im Zusatzfeld 

f,ir fnlg^nHP Staaten: | | mungsstaaten | 1 der Vereinigten Staaten von Amerika A Staaten von Amerika | 1 angegebenen Staaten 


| y [ Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt worden, urn fiir den (die) Anmelder An wait 1 1 g emeinsamer 
vor den zustandigen internationalen Behorden in folgender Eigenschaft zu handeln als: L_l \ 1 Vertreter 


Name und Anschrift: (Familiennarneyorrume;beijuristischenPersonenvo 

Beider Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben.) 

Weickmann H., Fincke K., Weickmann F.A., 
Huber B., Liska H., Prechtel J., Bohm B., 
Wei/3 W. 

KopernikusstraBe 9, D-81679 Munchen 


Telefonnr.: ■ 

0~89/45563-0 


Telefaxnr.: . 

089/4705068 


Femschreibnr.: 

522621 wepat d 


1 1 Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwah oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im obigen Feld 

1 1 eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist. 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 1) (5. Julj 1994; Nachdruck Januar 1995) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



- - PCT/EP 9 5 / 0-2 9 1 5 



BlanNr. . 


Fortsetzung von Feld Nr. Ill WEITERE ANM ELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


WW keines derfolgendtn Felder beniazt, so ist dieses BUm dem Antrag nicht bcizufugen. 


Name und Anschrifi; (Familienname.Vornamc; beijuristbchenPersonenwIbtandigeamtlicheBezeichnung. 

Bei der Anschrifi sind die Postleitznhl und der Name des Stoats anzugeben) 

FINKE, Andreas 
Hochfeldstrafie 72 
D-82377 Penzberg 
DE 


Diese Person ist; 
| | nur Anmelder 

fcxl Anmelder und Erfmdcr 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
1—1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht notig.) 


Siaatsangehorigkeit (Staal): 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmelder I | die Bestim- | 1 alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahmc I~l nur die Vcreinigien |~~| die im Zuutzfcld 
fur folgendc Staaten; I 1 mungsstaaien | 1 dcr Vereinigten Staaten von Amcrik* Staaien von Ameriki 1 1 angegebenen Staatcn 


Name und Anschrift: (Famitienname, Vomomc: beijunstischenPenonenvollstandigeam^^ 

Bei dcr Anschrifi sind die Postleitz&hl und der Name des Stoats anzugeben) 

HERRMANN , Rupert 
In der Au 23 
D-82362 Weilheim 
DE 


Diese Person ist: 
[ | nur Anmelder 

[XX] Anmelder und Erfinder 

1 | nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzi, so sind die nachstehenden 

Angaben nichx notig.) 


Staatsangehorigkeil (Staat): 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmelder | 1 all e Bestim- I I alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahmc „ nur die Vcreinigien | | die im Zusatzfeld 

fur folgende Staaien: |_J mungssiaaien 1 | der Vercmigte* Staaien von Amerika A Staatcn von Amerika |_J angegebenen Staatcn 


Name und Anschrift: (FamiUenname. Vorname; beijuristischeJiPersonenvollstdndigeamtlicheBczek 
Bei der Anschrifi sind die Postleiiiahl und der Name des Stoats anzugeben) 

HOSS, Eva 

Am Miihlberg 1A 

D-82319 Starnberg 

DE 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

[X | Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzi. so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehdrigkeii (Staat): 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person ist Anmelder i | a lle Bestim- 1 I »Hc Bestimmungsstaaten mit Ausnahmc CTyl nur die Vcreinigien I | die im Zusatzfeld 

fiir folgende Staaten: | | mungssiaaien 1 1 dcr Vcreinigien Suaten von Amerika r^l Staaten von Amerika | 1 angegebenen Staaien 


Name und Anschri ft: (FamiHenname. Vornamc: beijuristtschenPersonen vollsiandigcamtlichcBczcichnung. 

Bei der Anschrifi sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben) 

MARSCHALL , Andreas 
SchollstraBe 3 - . .. 
D-694 69 Weinheim 
DE 


Diese Person ist: 
[ | nur Anmelder 

|X | Anmelder und Erfinder 

| 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 ongekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehbrigkeii (Staat): 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staal): 
DE 


Diese Person ist Anmelder I— i »j|c Bestim- I 1 alle Bestimmunpssiaaicn mil Ausnahme RTH nur die Vcreinigien 1 1 die im Zusaufcld 
TUr folgende Staaten: | | mungssiaaien 1 1 dcr Vcreinigien Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika | 1 angegebenen Staatcn 


X Weiterc Anmelder und/odcr (wepcre) Erfmdcr sind auf eincm zusatzlichen Fonscizungsblati angegeben. 



r^mM, r>r~r /r>rwirn ^onr^nn^^huHliili 199V Nnrhdnirk 5. Jul* 1994) Sichc Anmcrkunpcn zu dicscm AntraRsformular 



I 



PCT/EP 9 5 7 0 2 9 1 5 



BlanNr 3 



Fortsetzung von Feld Nr. Ill WEITERE ANM ELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Wird keincs derfolgenden F elder bcnutzt, so ist dieses BLaXX dem Antrag nicht beizufiigen. 


Name und Anschrift: (Familienname, Vornamc; beijuristischenPersonen vollstandigcamilicheBezeichnung. 

bei der Anschrifi sind die Postleitzahl und dcr Name des Slants aniugeben) 

SEIDEL, Chris toph 
AmmerstraBe 3 9 
D-82362 Weilheim 
DE 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

|X | Anmelder und Erfinder 

1 | nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 
l—J an gckrcuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nichi no tig.) 


StaatsangehSrigkeit (Staat): 
DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 
DE 


Diese Person isi Anmelder i 1 m1)c Bestim- ft ^ c Bestimmunpssiaaien mil Ausnahme EqcI nur *** c Vereinigien j | die im Zusatzfeld 

fur folgende Staateru I I mungsstaatcn | I dcr Vereinigten Suaten von Amcriki 1 Suaten von Amcrik* 1 1 angegebenen Staaien 


Name und Anschrifi: (Familienname, Vornamc; beijunstischen Personen vollsiandigeamtlicheBezeichnung. 

Bei dcr Anschrifi sind die Posilciiiahl und der Name des Siaats aniugeben) 


Diese Person ist: 
[ | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

I 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 an gekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angaben nichi no tig.) 


Stzatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Dicse Person ist Anmelder l | alle Bestim- ["""1 alle Bcstimmungsstaaien mil Ausnahmc i i nur die Vereinigien 1 1 die im Zusatzfeld 
fur folgende Staaten: 1 1 mungsstaaien 1 1 dcr Vcrcinigien Staaien von Amcriki | | Staaien von Amerika I 1 angegebenen Staaien 


Name und Anschrift: (FamilienruimeyornameibeijuristischenPersonenvoll^ 

Bei der Anschrifi sind die Postleitzah! und der Name des Staais aniugeben) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

| 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

I 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehbrigkeit (Staat): 


Siiz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder | 1 a ]j c Bestim* 1 1 alle Bestimmungsstaaien mil Ausnahme f~ 1 nur die Vereinigien 1 | die im Zusatzfdd 

fur folgende Staaien: | | mungsstaaien I I der Vcrcinigien Staaien von Amcriki 1 1 Staatcn von Amerika | I angegebenen Suaten 


Nam e u n d A nschri f t: (Familienname. Vorname; beijunstischen Personen vollstandige amtUche Bczeichnung. 

Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben) 


Diese Person ist: 
| [ nur Anmelder 

[ 1 Anmelder und Erfinder 

r~ ~1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nichi notig.) 


Staatsangehbrigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder i | »i| c Bestim- [~ 1 alle Bestimmungsstaaien mil Ausnahme ( | nur die Vereinigien 1 | die im Zusaufcld 

fUr folgende Staaien: | | mungistaaien 1 1 dcr Vereinigien Siaaicn von Amcriki | | Staaien von Amcriki | 1 angegebenen Suaien 


| | Weiterc Anmelder und/oder (weitcre) Erfindcr sind auf einem zusatzlichcn Fonsctzungsblatt angegeben. 



\JBlau Nr. 



4, ; - PCT/EP 9-5- / 0 2 9-1-5- 



Feld Nr. V BESTIMMUNG VON STAATEN 



Die fo lgenden Bestimmungen nach Rcgcl 4 .9 Absatza werden h i crmit vorgenommen (bitte die entsprcchenden Kastchen ankreuzen; wenigstens 
einJQistdimmifiartgeh^cT^rder^'. 

Rcgionalcs Patent 

I — I AP ARIPO-Patent: KE Kenia, MW Malawi, SD Sudan, SZ Swaziland, UG Uganda und jeder wcitcrc Staat, dcr 
' — ' Vcrtragsstaat des Harare-Protokolls und des PCT ist 

|~X] EP EuropSisches Patent: AT Osterreich, BE Belgicn, CH und LI Schwciz und Liechtenstein, DE Deutschland, 
DK Danemark,*ES Spanien, FR Frankreich, GB Vereinigtes KOnigreich, GR Griechenland, IE Iriand, IT Italien, 
LU Luxemburg, MC Momco, NL Niederlande, PT Portugal, SE Schweden und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat 
des Europaischen Patentabercinkommens und des PCT ist 

□ OA OAPI-Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF ZentraJafrikanische Republik, CG Kongo, CI Cote d'lvoire, 
CM'Kamerun, GA Gabun, GN Guinea, ML Mali, MR Mauretanien, NE Niger, SN Senegal, TD Tschad, TG Togo 
und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls eine andere Schutzrechtsart oder ein sonstiges 
Verfahren gewunscht wird, bitte auf der gepunkteten Linie angeben) 

Nationales Pa ten t (falls eine andere Schutzrechlsart oder ein sonstiges Verfahrengewunscht wird, bitte aufder gepunkteten Linie angeben): 



□ 
□ 
[3 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



AM Armenien 

AT Osterreich 

AU Australien 

BB Barbados 

BG Bulgarien 

BR Brasilien 

BY Belarus 

CA Kanada 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein 

CN China 

CZ Tschechische Republik 

DE Deutschland 

DK Danemark 

EE Estland 

ES Spanien 

FI Finnland 

GB Vereinigtes KOnigreich 

GE Georgien 

HU Ungarn 

IS Island 

JP Japan 

KE Kenia 

KG Kirgisistan 

KP Demokratische Volksrepublik Korea 



KR Republik Korea 

KZ Kasachstan 

LK Sri Lanka 

LR Liberia 

LT Litauen 

LU Luxemburg 

LV Lcttland 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

m 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



□ 
□ 



MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Federation 

Sudan 
Schweden 
Singapur 

Slowenien 

SK Slowakei 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereinigte Staaten von Amerika 



SD 
SE 
SG 
SI 



UZ Usbekistan 
VN Vietnam . . 



Kastchen filr die Bestimmung von Staaten (fQr die Zwecke eines 
nationalen Patents), die dem PCT nach der VerOffentlichung 
dieses Formblatts beigetreten sind: 

□ 

□ 

□ 

□ 



ZusUtzIich zu den oben genannten Bcstimmungcn nimmt der Anmelder nach Regcl 4.9 Absatz b auch allc anderen nach dem 

PCT zulassigcn Bcstimmungcn vor mit Ausnahme dcr Bestimmung von . 

Dcr Anmelder erklart, dafl diesc zusatzlichen Bestimmungcn untcr dem Vorbchalt cincr Bestatigung stehen und jede zusatzlichc 
Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monatcn ab dem Prioritatsdatum nicht bestatigt wurde, nach Ablauf diescr Frist a!s vom 
AnmcldCTZurDckgcnommcngj]^ inderdieseDestimmungangegeben wird, 

\mdfa2MwigdcrItestinvmw&-undacrBe^ 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 2) (Juli 1995) 



Siehe Anmerkungcn zu diesc m Antragsformular 



PCT/EP9 5 / 0 2 9-1 5 



Blati Nr. 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



Weiiere Priori taisanspriichc sind im Zusatzfeld angcgeben. X 



Die Prioritat der folgenden friiheren Anmeldung(en) wird hiermit beansprucht: 



Staat 

(Anmclde- oder Bestimmungsstaat 
der Anmeldung) 



Anmeldedatum 
(TaglMonaiUahr) 



Aktenzeichen 



Anmeldeamt 
(nur bei regionaler oder 
intcrnationaJer Anmeldung) 



O) 



DE 



P 44 26 276.0 



(2) 



DE 



3 1 AUG 1994 

(31 .8. 1994) 



P 44 30 998.8 



(3) 



DE 



3 1 AUG 1994 

(31 .8. 1994) 



P 44 30 973.2 



Dieses Kastchenankreuzen.wenn die beghubigteKopiederfri^ 
Anmeldeamt isi (eine Gebuhr kann verlangt werden): 

□ Das Anmeldeamt wird hiermit ersucht, eine beglaubigte Abschrift der oben in Zeile(n) 
bezeichneten friiheren Anmeldung(en) zu erstellen und dem Internationalen Biiro zu ubermitteln. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



EPA 



Wahl der Internationalen Recherchenbehorde (ISA) (Sind zwei oder mehr Internationale 
Recherchenbehordenfur die Internationale Recherche zustdndig,ist der Name der Behdrdeanzugeben, 

die die 'Internationale Recherche durchfuhren soli; Zweibuchstaben-Code genugt): lb A / 

Friihere Recherche: Auszufullen, wenn eine Recherche (Internationale Recherche, Recherche internationaler Art oder sonstige Recherche) bereits 
bei der internationalen Recherchenbehorde beantragt oder von ihr durchgefuhrt worden ist unddiese Behorde nun ersucht wird die Internationale 
Recherche soweit wie moglich aufdie Ergebnisse einer solchen friiheren Recherche zu stutzen. Die Recherche oder der Recherche nantrag ist durch 
Angabe der betreffenden Anmeldung (bzw. deren Ubersetzung) oder des Recherchenantrags zu bezeichnen. 
Staat (oder regionales Amt): Datum (T ag/Monat/Jahr) : Aktenzeichen: 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE 



Diese intemationale Anmeldung umfaBt: 



1. Antrag 

2. Beschreibung 

3. Anspriiche 

4. Zusammenfassung 

5. Zeichnungen 

Insgesamt 



6 Blatter 

24 Blatter 

3 Blatter 

1 Blatter 

2 Blatter 



41 Blatter 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 
** EH Volfmacht" 1616 ges0nderte 5. [x] Blatt fur die GebUhrenberechnung 

9 I | Kopie der allgemeinen 6. 
I 1 Vollmacht 



□ Gesonderte Angaben zu hinter- 
legten Mikroorganismen 



3. I 1 BegrundungfurdasFehlen 7. I I Sequenzprotokolle fur Nucleotide 

I I der Unterschrift 1 1 und/oder Aminosauren (Diskette) 

4 * BT1 Prioritatsbeleg(e) (durch 8. I 1 Sonstige (einzeln auffuhren): 

xZ±-l die Zeilennummer von Feld ' ■ 

Nr. VI kennzeichnen): 



(1-4) 



Abbildung Nr. 



der Zeichnungen (falls vorhanden) soli mit der Zusammenfassung veroffentlicht werden. 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



DerNamejederunterzcichnendenPersonist nebender Unterschrift zuwiederholen,undes ist anzugeben, sofcrnsich dies nichteindeutigaus dem Antrag 
ergibt, in welcher Eigcnschaft die Person unterzeichnet. 



(2^. Juli 1995) 



Dr. W. Wei 3 



1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser O A tiii lOQC / £ H. U/ , UD / 
internationalen Anmeldung: • n JUL / 


2. Zeichnungen 

rr>n einge- 
k\ 1 gangen: 

I | nicht ein- 
1 1 gegangen: 


3. Gcandcrtes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich, jedoch 
fristgerccht cingegangener Unicrlagcn oder Zeichnungen 
zur Vcrvollstiindigung dieser internationalen Anmeldung: 


4. Datum des fristgcrcchtcn Eingangs der angeforderten 
Richligxtellungcn nach Artikcl 1 1(2) PCT: 


5. Vom Anmcldcr benannte TQA / 
Internationale Recherchenbehorde: / 


6. r~ 1 Ubcrmiuluncdcs Rcchcrchcncxcnrnlars bis zur 
1 1 Zahlung der Rcchcrchcngcbuhr aufgeschoben 





Datum des Eingangs des Akicncxcmplars 
hcim Inicrnatinnalcn Bum: 



I-nrinblati KT/KO/IOI (lel/.tes Wall) (Jniurar I9V4; Naclulruck 5, Juli IW4j 



Sichc Annwt kunwn zu dicscm Antm^sformtilar 



PCT/EP 9 5 / 0 2 9 1 5 



Blatt Sir. . . 6- ' . 



Zusatzfeld Wird dieses Zusatzfeld nicht benutzt, so ist dieses Blatt dem Antrag nicht beizufiigen. 



Dieses Feld ist in folgenden Fallen auszufiillen: 

1 . Wen n der Platz in ein em Feld nicht fur alle A ngaben 
ausreicht: 



insbesondere: 
i) 



Wenn mehr als zwei Anmelder undloder Erfinder 
vorhanden sind und kein Fortsetzungsblatt zur 
Verfugung steht: 

ii) Wenn in Feld Nr. II oder III die Angabe "die im 
Zusatzfeld angegebenen Staaten" angekreuzt ist: 



Hi) Wenn der in Feld Nr. II oder III genannte Erfinder 
oder Erfinder! Anmelder nicht fur alle Bestim- 
mungsstaaten oder fur die Vereinigten Staaten von 
Amerika als Erfinder benannt ist: 



iv ) Wenn zusdtzlich zu dem Anwaltlden Anwdlten , die in 
Feld Nr. IV angegeben sind, weitere Anwalte bestellt 
sind: 

v ; Wenn in Feld Nr. V bei einem Staat (oder bei OAPl) 
die Angabe Zusatzpatent" oder "Zusatzzertifikat" 
oder wenn in Feld Nr. V bei den Vereinigten Staaten 
von Amerika die Angabe 44 Fortsetzung" oder 
"Teilfortsetzung" hinzugefugt wird: 

vi) Wenn die Prioritdt von mehr als drei fruheren 
Anmeldungen beansprucht wird: 



2. Wenn der Anmelder fiir irgendein Bestimmungsamt 
die Vergiinstigung nationaler Vorschriften betreffend 
unschadliche Offenbarung oder Ausnahmen von der 
Neuheitsschadlichkeit in Anspruch nimmt: 



In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. ..." 
[Nummer des Feldes angeben] die gleichen Angaben zu tnachen wie in 
dem Feld vorgesehen, das platzmafiig nicht ausreicht; 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. Ill" fiir 
jede weitere Person die in Feld Nr. Ill vorgesehenen Angaben zu 
machen. 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk 44 Fortsetzung von Feld Nr. //", 
" Fortsetzung von Feld Nr. Ill" oder "Fortsetzung von Feld Nr. II und 
Nr. Ill" die Namen der Anmelder und neben jedem Namen der Staat oder 
die Staaten (undloder ggf. ARIPO-, europdisches oder OAPhPatent) 
anzugeben, fiir die die bezeichnete Person Anmelder ist. 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. II" oder 
"Fortsetzung von Feld Nr. Ill" oder "Fortsetzung von Feld Nr. II und 
Nr. HI" der Name des Erfinders und neben jedem Namen der Staat oder 
die Staaten (undloder ggf. ARIPO-, europdisches oder OAPl-Patent) 
anzugeben, fiir die die bezeichnete Person Erfinder ist. 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. IV" fur 
jeden weiteren Anwalt die gleichen Angaben zu machen wie in Feld 
Nr. IV vorgesehen. 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. V" die 
Namen der betreffenden Staaten (oder OAPl) und nach dem Namen jeder 
dieser Staaten (oder OAPl) das Aktenzeichen des Hauptschutzrechts 
oder der Hauptschutzrechtsanmeldung und das Datum der Erteilung des 
Hauptschutzrechts oder der Einreichung der Hauptschutzrechts- 
anmeldung anzugeben. 

In diesem Fall sind mit dem Vermerk "Fortsetzung von Feld Nr. VI" fur 
jede weitere fruhere Anmeldung die gleichen Angaben zu machen wie in 
Feld Nr. VI vorgesehen. 

In diesem Fall ist mit dem Vermerk "Erklarung betreffend unschadliche 
Offenbarung oder Ausnahmen von der Neuheitsschadlichkeit" 
nachstehend diese Erklarung abzugeben. 



Fortsetzung von Feld Nr. VI Prioritatsanspruch : 



4) DE (4 . 11 . 1994) 



p 44 39 345.8 
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(PCT Article 36 and Rule 70) 


Applicant's or agent's file reference 
11051P WO 


FOR FURTHER ACTION See Notification of Transmittal of . International 

Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 
PCT/EP 95/02915 


International filing date (day /month /year) 

24.07.95 


Priority date (day/month/year) 
25.07.94 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 






G01N33/532 




Applicant BOEHRINGER MANNHEIM GMBH et al. 



This international preliminary examination report has been prepared. by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



I^TI This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
I--J been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see 
Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



8 



sheets. 



3. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 



I 


IxJ 


II 


□ 


in 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


vn 


HI 


vra 


□ 



Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability: 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 



Date of submission of the demand 
27.12.95 


Date of completion of this report 

27.09.96 


Name and mailing address of the IPEA/ EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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International preliminary examination report 



International application No. 

PCT/EP95/02915 



I. Basis of the report 



I . Th is report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as "originally filed" andare not annexed to the report since they do not contain amendments. ) : 



| | the intemationai application as originally filed. 

|X | the description, pages ^ 

pages 

pages 

pages 



|X | the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



as originally tiled, 
filed with the demand, 
filed with the letter of _ 
filed with the letter of 



1-38 



as originally filed, 
as amended under Article 19. 
filed with the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 



22.07.96 



|X | the drawings, 



sheets/fig 1/2, 2/2 

sheets/fig 

sheets/fig ' 

sheets/ fig 



. as originally filed. 
t filed with the demand. 
, filed with the letter of 



filed with the letter of - 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

| | the description, pages — 

| | the claims. Nos. 

| | the drawings, sheets/fig . 



3. | — I* This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4, Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/EP 95/02915 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-38 



1 - 38 



38 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

The subject matters of claims 1 - 38 do not appear to be 
either known from, or suggested by, the cited prior art. 
The subject matters of these claims therefore meet the 
criteria of PCT Article 33(2) and (3). 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



International application No. 
PCT/EP 95/02915 



VII. Certain defects in the international applicati n 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

1. The description has not cited the documents 

R. Bredehorst etal. (1991), Analytical Chemistry 
193 , 272 - 279, or EP-A-0 135 071 or briefly outlined 
the relevant state of the art contained therein. The 
requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii) are therefore not 
satisfied. 

2. The amended claims are assumed to meet the criteria 
of PCT Article 33(1). However, the applicant has not 
brought the description into conformity with the 
claims. The requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii) and 
(iii) are therefore not satisfied. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VII) (January 1994) 
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UBER DIE INTERN ATIONAi^ZUSAMMENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENT WESENS 

pct ' r:; " 51 ± :r;; : :5 1 

INTERNA TIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT . .... 4 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anvvalts 

11051P WO 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Obersendung des internationalen 
VORGEMEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 95/ 02915 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

24/07/1995 


Prioritatsdatum (Tag/ MonatjJahr) 
25/07/1994 


Internationale Patentktassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 

G01N33/532 


Anmelder 

BOEHRINGER MANNHEIM GMBH et al. 



1. Der Internationale vorlaufige Prufungsbericht vvurde von der mit der internationalen vorlaufigen PrOfung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaflt insgesamt m 



Blatter einschlieGlich dieses Deckblatts. 



f^l AuGerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen und/oder 
Zeichnungen, die geanderte wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blattter mit vor dieser Behorde vorgenom- 
menen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt O Blatter. 



Dieser Bericht enthalt Angaben und die entsprechenden Seiten zu folgenden Punkten: 

I \X\ Grundlage des Berichts 
II [^] Prioritat 

III Keine Erstellung eines Gutachtens uber Ncuheit, ernnderisclie Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V j^] Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anvvendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI I I Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
VII ^] Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
VIII (^] . Bestimmte B&Tnerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
27/12/1995 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
PrQfung beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt 
D-80298 MOnchen 

Tel. ( + 49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d 
Fax: ( + 49-89) 2399-4465 




Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

2 7. 09. 96 



Bevollmachtigter Bediensteter 

W.ZJh^C W. Linker 



Tel. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt)(Januar 1994) 
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I NT ERNAT I ON ALER VORLAUFIGER PRUFUNG S B ER I CHT 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP95/02915 



I. Grundlaqe des Berichts 



1. Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anieldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihi 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.) 



[ ] der internationalen Amaeldung in der ursprunglich eingereichten Fassung. 



[x] der Beschreibung, Seite/n l-24_ 

Seite/n 

Seite/n 

Seite/n 



_, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 
_, eingereicht mit dem Antrag. 

_, eingereicht mit Schreiben vom 

eingereicht mit Schreiben vom 



[x] der Anspruche, Nr. 

Nr. 
Nr. 



Nr. 1-38. 
Nr. 



in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

in der nach Artikel 19 geanderten Fassung. 
_, eingereicht mit dem Antrag. 
_, eingereicht mit Schreiben vom 22.07.96. 

eingereicht mit Schreiben vom . 



[x] der Zeichnungen, Blatt/Abb. 1/2, 2/2. 



Blatt/Abb. 
Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 



in der ursprunglich eingereichten 
Fassung. 

eingereicht mit dem Antrag. 
eingereicht mit Schreiben 



vom 



_, eingereicht mit Schreiben 
vom . 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgef alien: 

[ ] Beschreibung: Seite 

[ ] Anspruche: Nr. 

[ ] Zeichnungen: Blatt/Abb. 



3. [ ] Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde fiber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2 c)). 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Blatt 1) (Januar 1994) 



I NTERN AT I ON ALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP95/02915 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Dnterlagen und Erlauterungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1. FESTSTELLUNG 



Neuheit Anspruche 1-38 JA 

Anspruche NEIN 

Erfinderische Tatigkeit Anspruche 1-38 : JA 

Anspruche NEIN 

Gewerbliche Anwendbarkeit Anspruche 1-38 JA 

Anspruche NEIN 



2. DNTERLAGEN UND ERLAUTERUNGEN 

Die Gegenstande der Anspruche 1-38 scheinen aus dem er- 
mittelten Stand der Technik weder bekannt noch nahege- 
legt zu sein. Die Gegenstande dieser Anspruche erfiillen 
daher die in Artikel 33(2) und (3) PCT genannten Krite- 
rien. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Blatt 2) (Januar 1994) 



I NTERNAT I ON ALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERI CHT 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP95/02915 



VII. Bestiafflte Mangel der internationalen Aimeldunq 



Es wurde festqestellt, daB die internationale Anieldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 

1. Die Dokumente R. BREDEHORST et al. ( 1991 ), Analytical 
Chemistry 193 f 272-279 sowie EP-A-0 135 071 wurden in 
der Beschreibung nicht angegeben; auch der darin enthal- 
tene einschlagige Stand der Technik wurde nicht kurz ura- 
rissen. Die Erf ordernisse der Regel 5.1(a) (ii) PCT sind 
somit nicht erfiillt. 

2, Es wird davon ausgegangen, daB die eingereichten neuen 
Anspriiche die in Artikel 33(1) PCT genannten Kriterien 
erfiillen. Allerdings hat der Anmelder die Beschreibung 
nicht an die Anspriiche angepaflt. Die Erf ordernisse der 
Regel 5.1(a) (ii), (iii) PCT sind somit nicht erfiillt. 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Blatt 3) (Januar 1994) 
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WWmy/11051P WO 

PATENTANS PRUCHE 

1. Konjugat, umfassend einen polymeren Trager mit maximal 100 
monomeren Einheiten, der gekoppelt an reaktive Seiten- 
gruppen 1-10 Haptenmolekule und 1-10 Markierungs- oder 
Festphasenbindungsgruppen enthalt, wobei die monomeren 
Einheiten aus Nukleotiden, Nukleot idanaloga und peptidi- 
schen Nukleinsauren ausgewahlt sind. 

2. Konjugat, umfassend einen polymeren Trager mit maximal 100 
monomeren Einheiten, der gekoppelt an reaktive Seiten- 
gruppen 1-10 Haptenmolekule und 1-10 Markierungs- oder 
Festphasenbindungsgruppen enthalt, wobei die monomeren 
Einheiten aus Aminosauren und die Markierungsgruppen aus 
lumineszierenden Metallchelaten ausgewahlt sind. 

3. Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der polymere Trager eine Lange von 3 - 80 monomeren 
Einheiten aufweist. 

4. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekexmzeichnet , 

daS der polymere Trager eine Lange von 5 - 60 monomeren 
Einheiten aufweist. 

5. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es 1 - 6 Haptenmolekule enthalt. 

6. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es 2 - 8 Markierungs- oder Festphasenbindungsgruppen 
enthalt . 
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7. Konjugat nach einem der Anspruche 1 oder 3-6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der polymere Trager eine aus Nukleotiden oder/und 
Nukleotidanaloga aufgebaute Kette umf a£t . 

8. Konjugat nach einem der Anspruche 1 oder 3-6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der polymere Trager eine aus peptidischen Nukleinsauren 
aufgebaute Kette umf a£t . 

9. Konjugat nach Anspruch 7 oder 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der polymere Trager als Doppelstrang vorliegt. 

10. Konjugat nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Doppelstrang mindestens eine Kette enthalt, die 
peptidische Nukleinsauren umf aSt . 

11. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 1 
dafi die Haptenmolekiile und Markierungs- bzw. Festphasenbin- 
dungsgruppen uber reaktive Amino- oder/und Thiol -Seiten- 
gruppen an den polymeren Trager gekoppelt sind. 

12. Konjugat nach einem der Anspruche 1 oder 3-11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es Markierungsgruppen enthalt, die aus lumineszierenden 
Metallchelaten oder Fluoreszenzgruppen ausgewahlt sind. 

13. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es Festphasenbindungsgruppen enthalt, die aus Biotin 
und Biotinanaloga ausgewahlt sind. 



GBANDERTES BLATT 



Konjugat nach Anspruch 2 oder 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Markierungsgruppen lumineszierende Metallchelate 
sind und der polymere Trager mindestens einen positiven 
oder/und negativen Ladungstrager enthalt. 

Konjugat nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Markierungsgruppen Fluoreszenzgruppen sind und 
polymere Trager eine im wesentlichen helikale Struktur 
aufweist. 

Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Hapten ein immunologisch reaktives Molekiil mit 
einer Molekularmasse von 100-2000 Da ist. 

Konjugat nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Hapten aus pharmakologischen Wirkstoffen, Hormonen, 
Metaboliten, Vitaminen, Mediatoren und Neurotransmittern 
ausgewahlt ist, 

Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Hapten aus immunologisch reaktiven Peptidepitopen 
mit einer Lange bis zu 30 Aminosauren ausgewahlt ist. 

Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Hapten aus Nukleinsauren mit einer Lange bis zu 50 
Nukleotiden ausgewahlt ist. 

Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Hapten aus peptidischen Nukleinsauren mit einer 
Lange bis zu 50 Monomereinheiten ausgewahlt ist. 



GEANDERTES BLATT 



it 
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21. Verfahren zur Herstellung von Konjugaten, umfassend einen 
polymeren Trager mit maximal 100 monomeren Einheiten, der 
gekoppelt an reaktive Seitengruppen 1 - 10 Haptenmolekiile 
und 1 - 10 Markierungs- oder Festphasenbindungsgruppen 
enthalt, wobei die monomeren Einheiten aus Nukleotiden, 
Nukleotidanaloga und peptidischen Nukleinsauren ausgewahlt 
sind, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS man einen polymeren Trager aus monomeren Einheiten an 
einer Festphase synthetisiert , wobei man 

(a) wahrend der Synthese an vorbestimmten Positionen des 
Tragers Monomerderivate einfuhrt, die kovalent mit 
.Haptenmolekiilen oder/und Markierungs- bzw. Festphasen- 
bindungsgruppen gekoppelt sind, oder/und 

(b) nach der Synthese aktivierte Haptenmolekiile oder/und 
Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen an reak- 
tive Seitengruppen des Tragers koppelt. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man einen Peptidtrager aus Aminosaurederivaten syn- 
thetisiert . 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS in Variante (a) die Haptenmolekiile oder/und Markie- 
rungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen jeweils an eine 
primare Aminogruppe oder eine Thiolgruppe des Monomerderi- 
vats gekoppelt sind. 

24. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22/ 
dadurch gekennzeichnet, 

daS in Variante (b) die Kopplung an Amino- oder/und Thiol - 
Seitengruppen des Tragers nach Abspaltung von Schut zgruppen 
der zur Festphasensynthese verwendeten Monomerderivate 
erfolgt. 



GEANDERTES BLATT 



I) 
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25. Verfahren nach Anspruch 21, 22 oder 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man nach der Synthese in Variante (b) die Hapten- 
molekiile und Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen an 
primare Aminoseitengruppen des Tragers koppelt, wobei an 
Positionen des Tragers, an denen eine Kopplung mit Hapten- 
molekiilen erfolgen soli, ein Monomerderivat mit einer 
ersten Schutzgruppe fur die Amino-Seitengruppe verwendet 
wird, und an Positionen des Tragers, an denen eine Kopplung 
mit Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen erfolgen 
soli, ein Monomerderivat mit einer zweiten Schutzgruppe fur 
die Aminoseitengruppe verwendet wird und die erste und die 
zweite Schutzgruppe so ausgewahlt werden, daS eine selek- 
tive Schutzgruppenabspaltung moglich ist. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die erste und zweite Schutzgruppe aus saurelabilen bzw. 
saurestabilen Schutzgruppen ausgewahlt werden. 

27. Verwendung von Konjugaten nach einem der Anspriiche 1 bis 20 
oder" hergestellt durch ein Verfahren nach einem der 
Anspriiche 21-26 als Antigen in einem immunologischen 
Verfahren oder zur Nukleinsaure-Diagnostik. 

28. Verwendung nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man Konjugate, die mehr als 1 Haptenmolekul enthalten, 
als Polyhaptene in immunologischen Nachweisverf ahren 
einsetzt. 

29. Verwendung nach Anspruch 27 oder 28 in einem kompetitiven 
I mmuno ass ay . 

30. Verwendung nach Anspruch 27 oder 28 in einem Immunoassay 
zum Nachweis spezifischer Antikorper. 




if; 



Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe- 
f liissigkeit nach dem Prinzip des kompetitiven Immunoassay 
im "labelled analog" Format, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man 

(a) die Probef liissigkeit in Gegenwart einer reaktiven 
Festphase mit einem Konjugat nach einem der Anspriiche 
1 bis 20 oder hergestellt durch ein Verfahren nach 
einem der Anspriiche 21-26, das eine Markierungsgruppe 
enthalt, und einem Rezeptor, der an die Festphase 
gebunden oder zur Bindung an eine Festphase fahig ist 
und eine spezifisch immunologische Reaktion mit dem 
Analyten und der Haptenkomponente des Konjugat s 
eingehen kann, inkubiert, 

(b) die Festphase gegebenenf alls von der Inkubationsf liis- 
sigkeit abtrennt und 

(c) das Vorhandensein oder/und die Menge des Analyten in 
der Probef liissigkeit durch Messung der Markierungskom- 
ponente des Konjugats in der Festphase oder/und in der 
Inkubationsf liissigkeit bestimmt . 

Verfahren nach Anspruch 31, 
dadurch gekenxizeichiiet , 

daS man als Rezeptor einen biotinylierten Antikorper bzw. 
ein biotinyliertes Antikorperf ragment und eine mit Strepta- 
vidin oder Avidin beschichtete Festphase verwendet . 

Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe- 
fliissigkeit nach dem Prinzip des kompetitiven Immunoassay 
im "labelled antibody" Format, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man 

(a) die Probef liissigkeit in Gegenwart einer reaktiven 
Festphase mit einem Konjugat nach einem der Anspriiche 
1 bis 20 oder hergestellt durch ein Verfahren nach 
einem der Anspriiche 21-26, das eine Festphasenbin- 
dungsgruppe enthalt, und einem Rezeptor, der eine 
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Markierungsgruppe tragt und eine spezifisch immunolo- 
gische Reaktion mit dem Analyten und der Haptenkom- 
ponente des Konjugats eingehen kann, inkubiert, 

(b) die Festphase gegebenenf alls von der Inkubat ionsf liis - 
sigkeit abtrennt und 

(c) das Vorhandensein oder/und die Menge des Analyten in 
der Probef liissigkeit durch Messung der Markierungskom- 
ponente des Rezeptors in der Festphase oder/und in der 
Inkubationsf liissigkeit bestimmt . 

34. Verfahren nach Anspruch 33, 
dadur ch gekexmz eichne t , 

daS man ein biotinyliertes Konjugat und eine mit Strepta- 
vidin oder Avidin beschichtete Festphase verwendet . 

35. Verfahren zum Nachweis eines spezifischen Aritikorpers in 
einer Probef liissigkeit , 

dadurch gekennzeichnet , 
daS man 

(a) die Probef liissigkeit mit mindestens einem Konjugat 
nach einem der Anspruche 1 bis 20 oder hergestellt 
durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 21-26, 
das gegen den zu bestimmenden Antikorper gerichtet 
ist, inkubiert und 

(b) den Antikorper iiber eine Bindung mit dem Konjugat 
nacfiweist. 

36. Verfahren nach Anspruch 35, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man 

(a) die Probef liissigkeit in Gegenwart einer reaktiven 
Festphase und zwei gegen den zu bestimmenden Antikor- 
per gerichteten Antigenen inkubiert, wobei das erste 
Antigen eine Markierungsgruppe tragt und das zweite 
Antigen an die Festphase gebunden oder in einer an die 
Festphase bindefahigen Form vorliegt, 
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(b) die Festphase gegebenenf alls von der Inkubat ionsf liis - 
sigkeit abtrennt und 

(c) das Vorhandensein oder/und die Menge des Antikorpers 
durch Bestimmung der Markierung in der Festphase 
oder/und in der flussigen Phase nachweist, 

wobei man als erstes oder/und zweites Antigen ein Konjugat 
nach einem der Ansprtiche 1 bis 20 oder hergestellt durch 
ein Verfahren nach einem der Anspriiche 21-26 verwendet. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man als erstes Antigen ein mit einem lumineszierenden 
Metallchelat oder einer Fluoreszenzgruppe markiertes 
Konjugat verwendet. 

38. Verfahren nach Anspruch 3 6 oder 37, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als zweites Antigen ein biotinyliertes Konjugat. und 
eine mit Streptavidin oder Avidin beschichtete Festphase 
verwendet . 
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Oligomere Tragermolektile mit definiert eingebauten Markie: 

rungsgruppen und Haptenen 

BESCHREIBUNG 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Konjugate, Verfahren 
deren Herstellung sowie die Verwendung dieser Konjugate als 
Antigene in immunologischen Nachweisverf ahren oder zur DNA- 
Diagnostik. 

Der Nachweis von Immunglobulinen in Korperf liissigkeiten, ins- 
besondere in Humanseren, wird zur Diagnostik von Infektionen mit 
Mikroorganismen, insbesondere Viren, wie etwa HIV, Hepatitis- 
Viren, etc. verwendet . Das Vorhandensein von spezifischen 
Immunglobulinen in der untersuchten Probe wird ublicherweise 
durch Reaktion mit einem oder mehreren Antigenen, die mit den 
spezifischen Immunglobulinen reagieren, nachgewiesen . Verfahren 
zur Bestimmung von spezifischen Immunglobulinen in der Probef lus- 
sigkeit miissen sensitiv, zuverlassig, einfach und schnell sein. 

Ein weiteres Immunol ogisches Verfahren ist der kompetitive 
Immunoassay, bei dem der qualitative und quantitative Nachweis 
eines Analyten dadurch erfolgt, da£ ein mit dem Analyten 
immunologisch analoges Hapten und der Analyt urn Bindungsstellen 
auf einem Rezeptor, z.B. einem Antikorper konkurrieren . Das 
Analytenanalogon wird dabei im allgemeinen in markierter oder an 
eine Festphase bindefahiger Form eingesetzt. 

In den letzten Jahren wurden zunehmend Nachweissysteme auf Basis 
nicht-radioaktiver Markierungsgruppen entwickelt, bei denen da 
Vorhandensein eines Analyten, z.B. eines spezifischen Antikor- 
pers, in der untersuchten Probe mit Hilfe optischer (z.B. 
Lumineszenz oder Fluoreszenz) , NMR-aktiver oder Metall -prazipi - 
tierender Detektionssysteme bestimmt werden konnte . 
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EP-A-0 307 149 offenbart einen Immuntest fur einen Antikorper, 
bei dem zwei rekombinante Polypeptide als Antigene verwendet 
werden, von denen eines an einer festen Phase immobilisiert ist, 
und das andere eine Markierungsgruppe tragt, wobei beide 
rekombinanten Antigene in unterschiedlichen Organismen exprimiert 
werden, urn die Spezifitat des Nachweises zu erhohen. 

EP-A-0 366 673 offenbart ein Verfahren zum Nachweis von Antikor- 
pern in einer Probe, bei dem ein Antikorper durch Reaktion mit 
einem gereinigten, markierten Antigen und dem gleichen gereinig- 
ten Antigen in einer Festphasen-gebundenen Form nachgewiesen 
wird. Als Antigen wird beispielsweise humanes IgG offenbart. 

EP-A-0 386 713 beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von Antikor- 
pern gegen HIV unter Verwendung von zwei festen Tragern, wobei 
an beide festen Trager verschiedene HIV-Antigene immobilisiert 
werden, die jeweils mit einem Aliquot einer Probe und einem 
markierten HIV- Antigen in Kontakt gebracht werden, wobei das 
Vorhandensein von Antikorpern durch eine positive Reaktion in 
mindestens einem der Tests nachgewiesen wird. Als HIV-Antigene 
werden rekombinant hergestellte Polypeptide offenbart. 

EP-A-0 507 586 beschreibt ein Verfahren zur Durchfuhrung eines 
immunologischen Tests fur ein spezifisches Immunglobulin, bei dem 
eine Probe mit zwei zur Bindung des Immunglobulins fahigen 
Antigenen in Kontakt gebracht wird, wobei das erste Antigen eine 
zur Bindung an einen festen Trager geeignete Gruppe tragt, und 
das zweite Antigen eine Markierungsgruppe tragt. Die Markierungs- 
gruppe kann eine direkte Markierungsgruppe sein, z.B. ein Enzym, 
ein Chromogen, ein Metallteilchen , oder auch eine indirekte Mar- 
kierungsgruppe, d.h. die am Antigen angebrachte Markierungsgruppe 
kann mit einem Rezeptor fur die Markierungsgruppe, der wiederum 
eine signalerzeugende Gruppe tragt, reagieren. Als Beispiel fur 
eine solche indirekte Markierungsgruppe wird ein Fluorescein- 
derivat genannt, dessen Rezeptor ein Antikorper ist, der wiederum 
mit einem Enzym gekoppelt ist. Als Antigene werden Polypeptide, 
wie etwa das Hepatitis B-Oberf lachenantigen offenbart. In dieses 
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Antigen werden durch Derivatisierung SH-Gruppen eingefuhrt, mit 
denen das Fluorescein gekoppelt wird. 

EP-A-0 507 587 offenbart ein spezifisch zum Nachweis von IgM 
Antikorpern geeignetes Verfahren, bei dem die Probe mit einem 
markierten Antigen, das gegen den nachzuweisenden Antikorper 
gerichtet ist, und einem zweiten Antikorper, der ebenfalls gegen 
den nachzuweisenden Antikorper gerichtet und an eine Festphase 
bindefahig ist, inkubiert wird. 

EP-A-0 199 804 und EP-A-0 580 979 offenbaren ein immunologisches 
Nachweisverf ahren unter Verwendung von Antigenen, die mit 
lumineszierenden Metallchelatgruppen, insbesondere mit Ruthenium- 
und Osmiumchelatgruppen markiert sind. Als Antigene werden 
Immunglobuline verwendet, die durch Reaktion mit aktivierten 
Metallkomplexen statistisch markiert werden. 

EP-A-0 178 450 offenbart Metallchelate , insbesondere Ruthenium- 
komplexe, an die ein immunologisch aktives Material, beispiels- 
weise Antikorper, gekoppelt werden kann. Die Kopplung erfolgt 
durch statistische Reaktion des immunologisch reaktiven Materials 
mit dem Metallchelat . 

EP-A-0 255 534 offenbart einen Lumineszenz- Immunoassay unter Ver- 
wendung eines Metallchelat -gekoppelten Antigens oder Antikorpers . 
Die Kopplung erfolgt beispielsweise durch statistische Reaktion 
eines Metallchelat-Aktivesterderivats mit einem Antikorper. 

WO 90/053 01 offenbart ein Verfahren zum Nachweis und zur 
quantitat iven Bestimmung von Analyten durch Elektrochemilumi - 
neszenz unter Verwendung von lumineszierenden Metallchelaten , die 
an (i) einen zugesetzten Analyten, <ii) einen Bindepartner des 
Analyten oder (iii) eine reaktive Komponente, die mit (i) oder 
(ii) binden kann, gekoppelt sind. Die Lumineszenzmessung erfolgt 
nach Bindung der Metallchelate an aktivierte und gegebenenf alls 
magnetische Mikropart ikel . 
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Bei den aus dem Stand der Technik bekannten immunologischen 
Nachweisverfahren f ur Antikorper werden iiblicherweise Polypeptid- 
Antigene verwendet, die meist durch rekombinante DNA-Methoden 
erzeugt wurden . Beim Einsatz derartiger Polypept id-Antigene 
konnen jedoch Probleme auftreten. So konnen rekombinante 
Polypeptide oft nur in Form von Fusionspolypeptiden erzeugt 
werden, bei denen der Fusionsanteil zu falsch posit iven Resulta- 
ten im Test fiihren kann. Weiterhin zeigen durch rekombinante 
Expression erzeugte Polypeptide oft eine nur geringe Stabilitat 
in der Probelosung und neigen zu Aggregation. Ein weiterer 
Nachteil ist, daS oft keine selektive und reproduzierbare 
Einfiihrung von Markierungsgruppen in solche Polypeptide moglich 
ist . 

Uberdies ist die Herstellung rekombinanter Polypept idantigene mit 
hohen Kosten verbunden und es konnen groSere Schwankungen in der 
immunologischen Reaktivitat bei verschiedenen Chargen rekom- 
binanter Polypeptide auftreten. 

Auch bei kompetitiven Immunoassays, die sehr hohe Anf orderungen 
an die Sensitivitat und Prazision stellen, konnen beim Nachweis 
von nur in sehr geringen Konzentrationen vorliegenden Analyten 
wie etwa Estradiol oder Testosteron, insbesondere bei Nachweis- 
systemen auf Basis von Elektrochemilumineszenz die geforderten 
unteren Nachweisgrenzen unter Verwendung bekannter Antigene nur 
sehr schwer erreicht werden. 

Das der vorliegenden Erf indung zugrundeliegende Problem war somit 
die Bereitstellung eines Verfahrens, bei dem auf einfache und 
ef f iziente Weise Antigene fur immunologische Tests erzeugt werden 
konnen, wobei die Nachteile der aus dem Stand der Technik 
bekannten Antigene mindestens teilweise beseitigt werden. 
Weiterhin soil das Verfahren eine selektive und reproduzierbare 
Einfiihrung von Markierungsgruppen in die Antigene ermoglichen. 



Dieses Problem wird gelost durch Konjugate, umfassend 
polymeren Trager mit maximal 100 monomeren Einheiten, der 
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gekoppelt an reaktive Seitengruppen 1-10 Haptenmolekiile und 1-10 
Markierungs- oder Festphasenbindungsgruppen enthalt, wobei die 
monomeren Einheiten aus Aminosauren, Nukleotiden und peptidischen 
Nukleinsauren ausgewahlt sind. 

Durch Verwendung der erf indungsgemaSen Konjugate, die 1-10 
Haptenmolekiile und eine definierte Anzahl von Markierungs- oder 
Festphasenbindungsgruppen enthalten, als Antigene in ei'nem 
iminunologischen Nachweisverf ahren kann uberraschenderweise eine 
wesentlich hohere Sensitivitat und Prazision bei einer gleichzei- 
tig verringerten unteren Nachweisgrenze gegeniiber bekannten 
monomeren und multimeren Antigenen erreicht werden. Daruber hin- 
aus lassen sich die erf indungsgemaSen Kon jugate in sehr einfacher 
Weise durch Festphasensynthese , z.B. eine Peptid-Festphasensyn- 
these, aufbauen. Hierzu konnen an jeweils vorbestimmten Posit io- 
xien monomere Einheiten, z.B. Aminosaurederivate , eingebaut 
werden, die mit einem Haptenmolekiil oder einer Markierungs- bzw. 
Festphasenbindungsgruppe derivatisiert sind. Uberdies kann an 
Positionen der Tragerkette , an denen sich Monomere mit freien 
f unktionellen Gruppen bef inden, nach Abschlufi der Festphasensyn- 
these ein zusatzlicher selektiver Einbau von Haptenen oder 
Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen erf olgen . Dadurch ist 
ein definierter und reproduzierbarer Einbau von Haptenmolekiilen 
und Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen in das Konjugat 
moglich. Die Abstande zwischen den einzelnen Gruppen auf dem 
Konjugat konnen genau festgelegt und gegebenenf alls variiert 
werden. Durch Auswahl des Abstandes von Markierungsgruppen auf 
dem Konjugat kann das Signalquenching gering gehalten werden, so 
daS die Signalstarke proportional mit der Zahl von Markierungs- 
gruppen zunimmt . Auch eine festgelegte raumliche Orientierung von 
Markierungsgruppen tragt, z.B. bei helikalen Tragern, zur 
Verbesserung der Signalstarke bei. Vorzugsweise betragen die 
Abstande zwischen Markierungsgruppen daher 3-6 oder/und 13-16 
monomere Einheiten bei helikalen Tragern, z.B. einzel- oder 
insbesondere doppelstrangige Nukleinsauren . 



Das polymere Tragermolekul , das das Ruckgrat des Konjugats 



WO 96/03650 



PCT/EP95/02915 



6 

bildet, hat eine Lange von maximal 100 monomeren Einheiten, 
vorzugsweise von 3 - 8 0 monomeren Einheiten und besonders 
bevorzugt von 5-60 monomeren Einheiten. 

Die monomeren Einheiten sind aus Aminosauren, Nukleotiden und 
peptidischen Nukleinsauren ausgewahlt. Vorzugsweise umfaSt der 
polymere Trager eine aus Aminosauren aufgebaute Pept idkette , 
vorzugsweise eine lineare Peptidkette. Der Trager kann jedoch 
auch eine aus Nukleotiden oder Nukleotidanaloga aufgebaute 
Nukleinsaurekette umfassen, an deren reaktiven Seitengruppen 
Haptenmolekiile und Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen 
angekoppelt sind. Diese Nukleinsaurekette kann als Einzel- oder 
als Doppelstrang vorliegen. Bei doppelstrangigen Nukleinsaure- 
tragern findet man oft eine Erhohung der Signalstarke von 
Markierungsgruppen, z.B. eine verbesserte Quantenausbeute bei 
Fluoreszenzmarkierungsgruppen . 

Weiterhin kann der polymere Trager aus peptidischen Nukleinsauren 
(PNA) aufgebaut sein. Peptidische Nukleinsauren umfassen ein 
Polyamidriickgrat aus gleichen oder verschiedenen monomeren 
Einheiten der Formel 

(CH 2 ) k -CHR' -N[CO- (CH 2 )i-L] -CH 2 - (CH 2 ) m -NH-CO- , wobei L aus der 
Gruppe, bestehend aus Wasserstof f , Phenyl, naturlich vorkommenden 
Nukleobasen und nicht naturlich vorkommenden Nukleobasen 
ausgewahlt ist, R' aus der Gruppe, bestehend aus Wasserstof f und 
den Seitenketten naturlich oder nicht naturlich vorkommender 
Aminosauren, vorzugsweise a-Aminosauren ausgewahlt ist, k und m 
jeweils unabhangig 0 oder 1 sind und i unabhangig von 0 bis 5 
ist. Die Haptenmolekiile und Markierungs- bzw. Festphasen- 
bindungsgruppen konnen an die Nukleobasen- oder/und Amino- 
saureseitenketten der peptidischen Nukleinsaure gekoppelt sein. 
Peptidische Nukleinsauren und ihre Herstellung sind in WO92/20703 
beschrieben. Auf diese Offenbarung wird hiermit Bezug genommen. 

Auch bei peptidischen Nukleinsauren kann der Trager als Einzel - 
oder Doppelstrang vorliegen. Besonders bevorzugt sind doppel- 
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strangige Trager mit mindestens einem PNA-Strang # z.B. einem PNA- 
Strang und einem Nukleinsaurestrang , z.B. einem DNA- Strang. 

Das Konjugat enthalt 1-10 Haptenmolekule , vorzugsweise 1-6 
Haptenmolekiile und besonders bevorzugt 1 oder 2 Haptenmolekiile . 
Das Hapten ist vorzugsweise ein immunologisch reaktives Molekul 
mit einer Molekularmasse von 100-2000 Da. Derartige Haptene 
konnen z.B. aus pharmakologischeri Wirkstoffen, wie etwa Antibio- 
tika, Opiaten, Amphetaminen , Barbituraten, Cytostatika (z.B. 
Gentamicin, Tobramycin, Vancomycin etc. ) , Paracetamol, Salicyla- 
tes Phenytoin, Chinin und Chininderivaten, Theophyllin etc., 
Hormonen und Metaboliten wie etwa Sterinen, Gallensauren, 
Sexualhormonen (z.B. Estradiol, Estriol , Testosteron, Progeste- 
ron, Pregnenolon und Derivate davon) , Corticoiden (z.B. Cortisol, 
Corticosteron, Cortison und Derivate davon) , Cardenoliden und 
Cardenolid-Glycosiden (z.B. Digoxin, Digoxigenin, Strophantin, 
Buf adienolide etc. ) Steroid-Sapogeninen, Steroidalkaloiden, 
Peptidhormonen, Creatinin, Schilddrusenhormonen (z.B. T 3 , T 4 ) , 
Neurotransmittern (z.B. Serotonin, Cholin, y-Aminobuttersaure) , 
Vitaminen und Mediatoren wie etwa Prostaglandinen, Leukotrienen, 
Leuko-En-diinen und Thromboxanen ausgewahlt werden. 

Andererseits kann das Hapten auch aus immunologisch reaktiven 
Peptidepitopen ausgewahlt werden, die eine Lange von vorzugsweise 
bis zu 3 0 Aminosauren besitzen. Derartige Peptidepitope konnen 
beispielsweise aus pathogenen Organismen, z.B. Bakterien, Viren 
und Protozoen oder aus Autoimmun-Antigenen , stammen. Beispiels- 
weise konnen die immunologisch reaktiven Peptidepitope aus 
viralen Antigenen, z.B. den Aminosauresequenzen von HIV I, HIV 
II oder Hepatitis C-Virus (HCV) , stammen. 

Aufierdem kann das Hapten auch aus Nukleinsauren mit einer Lange 
von vorzugsweise bis zu 50 Nukleotiden ausgewahlt sein, die zu 
einer Nukleinsauresequenz , die in der Probe nachgewiesen werden 
soli, komplementar sind. SchlieSlich kann das Hapten auch aus 
peptidischen Nukleinsauren mit einer Lange von bis zu 50 
Monomereinheiten ausgewahlt sein. 
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Weiterhin enthalt das erf indungsgemafie Konjugat 1-10, vorzugs- 
weise 2-8 Markierungs- oder Festphasenbindungsgruppen . Bevorzugte 
Beispiele fur Markierungsgruppen sind lumineszierende Metall - 
chelate und Fluoreszenzmarkierungen . Bevorzugte Beispiele fur 
Festphasenbindungsgruppen sind Biotin und Biotinanaloga , wie etwa 
Desthiobiotin und Imminobiotin, die eine spezifische Reaktion mit 
Streptavidin oder Avidin eingehen konnen. 

Die Haptenmolekule und Markierungs- bzw. Festphasenbindungs- 
gruppen sind vorzugsweise iiber reaktive Amino- oder/und Thiol - 
seitengruppen, besonders bevorzugt iiber reaktive primare 
Aminoseitengruppen an die Tragerkette gekoppelt . Derartige 
Seitengruppen konnen durch Einbau von entsprechenden Monomeren, 
z.B. Aminosauren wie etwa Lysin, Ornithin, Hydroxylysin oder 
Cystein, in die Tragerkette erzeugt werden. 

In bestimmten Ausf iihrungsf ormen der vorliegenden Erfindung kann 
es bevorzugt sein, wenn ein Spacer zwischen das Hapten bzw. die 
Markierungs- oder Festphasenbindungsgruppe und die Tragerkette 
eingebaut wird. Der Spacer ist vorzugsweise flexibel und hat eine 
Kettenlange von vorzugsweise 3-30 Atomen. Besonders bevorzugt 
enthalt der Spacer hydrophile Gruppen, z.B. Oxyalkylen- oder/und 
Hydroxy - Se i t engruppen . 

Bevorzugte Markierungsgruppen sind lumineszierende Metallchelate , 
d.h. Metallchelate, die eine nachweisbare Lumineszenzreaktion 
erzeugen. Der Nachweis dieser Lumineszenzreaktion kann beispiels- 
weise durch Fluoreszenz- oder durch Elektrochemilumineszenzmes- 
sung erfolgen. Das Metall dieser Metallchelate ist beispielsweise 
ein Ubergangsmetall oder ein Seltenerdenmet.all . Vorzugsweise ist 
das Metall Ruthenium, Osmium, Rhenium, Iridium, Rhodium, Platin, 
Indium, Palladium, Molybdan, Techneticum, Kupfer, Chrom oder 
Wolfram. Besonders bevorzugt sind Ruthenium, Iridium, Rhenium, 
Chrom und Osmium. Am meisten bevorzugt ist Ruthenium. 

Die Liganden, die zusammen mit dem Metall das Metallchelat 
bilden, sind iiblicherweise Polydentat -Liganden, d.h. Liganden mit 
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mehreren Koordinat ionsstellen . Polydentat -Liganden umfassen 
beispielsweise aromatische und aliphatische Liganden. Geeignete 
aromatische Polydentat -Liganden beinhalten aromatische heterocy- 
clische Liganden. Bevorzugte aromatische heterocyclische Liganden 
sind N-haltige Polyheterocyclen wie etwa z.B. Bipyridyl, Bipyra- 
zyl, Terpyridyl und Phenanthrolyl . Diese Liganden konnen 
beispielsweise Substituenten wie etwa Alkyl, subst ituiertes 
Alkyl, Aryl, substituiertes Aryl , Aralkyl , Carboxylat, Carboxyal- 
dehyd, Carboxamid, Cyano, Amino, Hydroxy, Imino, Hydroxycarbonyl , 
Aminocarbonyl , Amidin, Guanidinium, Ureid, schwef elhaltige 
Gruppen, phosphorhalt ige Gruppen und die Carboxylatester von N- 
Hydroxysuccinimid umfassen. Bevorzugte Liganden enthalten C 2 -C 3 - 
Alkylenoxy- , C 2 -C 3 -Alkylenthio- und C 2 -C 3 -Alkylenaminogruppen , 
insbesondere Ethyl enoxygruppen . Das Chelat kann auch einen oder 
mehrere Monodentat- Liganden enthalten. Beispiele von Monodentat- 
Liganden umfassen Kohlenmonoxid, Cyanide, Isocyanide., Halogenide 
und aliphatische, aromatische und heterocyclische Phosphine, 
Amine, Stilbene und Arsine. 

Besonders bevorzugt wird das lumineszierende Metallchelat 
ausgewahlt aus Metallchelaten mit Bipyridyl- oder Phenanthrolyl - 
Liganden. Beispiele geeigneter Metallchelate und ihre Herstellung 
sind in EP-A-0 178 450, EP-A-0 255 534, EP-A-0 580 979 und WO 
90/05301 beschrieben. Auf diese Offenbarung wird hiermit Bezug 
genommen. Am meisten bevorzugte Metallchelate sind Ruthenium- 
(bipyridyl) 3-Chelate . Diese Chelate sind in Form von Aktivester- 
derivaten kommerziell erhaltlich, z.B. von Igen Inc. (Rockville, 
MD, USA) . 

Bei Verwendung eines lumineszierenden Metallkomplexes , der durch 
eine Elektrochemilumineszenz-Reaktion nachweisbar ist, als 
Markierungsgruppe hat sich der Einbau von mindestens einem 
positiven oder/und negativen Ladungstrager , z.B. Amino- oder 
Carboxylatgruppen, in die Tragerkette oder/und in den Spacer 
zwischen Metallkomplex und Tragerkette als giinstig erwiesen. 
Besonders bevorzugt enthalt die Tragerkette eine oder mehrere 
negative Ladungen, die z.B. durch Einbau von Glutaminsaure oder 
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Asparaginsaure wahrend der Synthese erzeugt werden konnen. Auch 
bei anderen Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen , z.B. 
Fluoreszenzgruppen oder Biotin, kann der Einbau von Ladungs- 
tragern in die Tragerkette oder/und in einen Spacer bevorzugt 



sem , 



Bin weiteres Beispiel fur bevorzugte Markierungsgruppen sind 
Fluoreszenzmarkierungen, wie etwa Fluorescein, Cumarin, Rhodamin, 
Resorufin, Cyanin und Derivate davon . Bei Verwendung von fluo- 
reszxerenden Markierungsgruppen hat sich eine helikale Struktur 
des Tragerruckgrats als gunstig erwiesen, welche die Fluoreszenz- 
markierungsgruppen hinsichtlich Raumorientierung und Abstand 
fixiert, urn eine Flubreszenzloschung durch einen Energietransf er 
zu verhindern. Beispiele fur Monomere, die eine geeignete 
helikale Struktur ergeben, sind Prolin oder ein peptidisches 
Nuklemsaurederivat mit einer Prolinseitengruppe . 

Die Herstellung der erf indungsgemafien Konjugate erfolgt durch ein 
Verfahren, bei detn man einen polymeren Trager, vorzugsweise einen 
Peptidtrager aus monomeren Einheiten an einer Festphase syn- 
thetisiert, wobei man (a) wahrend der Synthese an vorbestimmten 
Posxtxonen des Tragers Monomerderivate einf uhrt . die kovalent mit 
Haptenmolekulen oder/und Markierungs- bzw. Festphasenbindungs- 
gruppen gekoppelt sind, oder/und (b) nach der Synthese aktivierte 
Haptenmolekule oder/und Markierungs- bzw. Festphasenbindungs- 
gruppen an reaktive Seitengruppen des Tragers koppelt . 

Bei Variante (a) des erf indungsgemaSen Verfahrens wird wahrend 
der Festphasensynthese ein Monomerderivat eingeftihrt, das 
kovalent, vorzugsweise fiber eine primare Aminoseitengruppe einer 
basischen Aminosaure wie Lysin oder Ornithin oder uber eine 
Thiolseitengruppe einer Aminosaure wie Cystein mit einem 
Haptenmolekul oder/und einer Markierungs- bzw. Festphasenbin- 
dungsgruppe gekoppelt ist . Die Herstellung entsprechender 
Monomerderivate kann beispielsweise durch Kopplung eines 
aktivierten Haptenmolekul s oder einer aktivierten Markierungs- 
bzw. Festphasenbindungsgruppe, z.B. eines Akt ivesterderivats an 
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eine freie primare Aminogruppe oder eines Maleimidderivats an 
eine freie Thiolgruppe von gegebenenf alls partiell geschutzten 
Monomerderivaten, z.B. Aminosaurederivaten, erfolgen. In Abb. 1 
ist ein bevorzugtes Metallchelat -gekoppeltes Lysinderivat 
gezeigt. In Abb. 2 ist ein biotinyliertes Lysinderivat gezeigt . 

Der Begriff "Aktivester" itn Sinne der vorliegenden Erfindung 
umfafit aktivierte Estergruppen, die mit freien Aminogruppen von 
Peptiden unter solchen Bedingungen reagieren konnen, daS keine 
storenden Nebenreaktionen mit anderen reaktiven Gruppen des 
Peptids auftreten konnen. Vorzugsweise wird als Aktivesterderivat 
ein N-Hydroxysuccinimidester verwendet . Neben den N-Hydroxy- 
succinimidestern konnen auch analoge p-Nitrophenyl - , Pentafluor- 
phenyl-, Imidazolyl- oder N-Hydroxybenzotriazolylester verwendet 
we r den. 

Die Herstellung von Hapten-, Markierungsgruppen- und Fest- 
phasenbindungsgruppenderivaten, die sich fur den Einbau in 
Oligonukleotidtrager eignen, ist bei Theisen et al . (Tetrahedron 
Letters 33 (1992), 5033-5036) am Beispiel des Fluoreszenzf arb- 
stoffs 5-Carboxyfluorescein beschrieben, der zu einem Phosphora- 
miditderivat umgesetzt wird. Dieses Phosphoramiditderivat kann 
an das 5'-Ende oder/und das 3 ' -Ende von Oligonukleotiden oder 
innerhalb der Oligonukleotidseguenz eingebaut werden. 

GemaS Variante (b) des erf indungsgemaSen Verfahrens erfolgt die 
Kopplung der einfiihrenden Gruppe nach Abspaltung von Schutz- 
gruppen der zur Festphasensynthese verwendeten Monomerderivate 
vorzugsweise an Amino- oder/und Thiol -Seitengruppen, besonders 
bevorzugt an primare Aminoseitengruppen des Tragea 



irs . 



Vorzugsweise erfolgt die Einfiihrung von Haptenen und Markierungs- 
bzw. Festphasenbindungsgruppen gemaS Variante (a), d.h. durch 
Verwendung von mit der jeweils einzuf iihrenden Gruppe gekoppelten 
Monomerderivaten wahrend der Festphasensynthese. GemaS dieser 
Variante konnen beispielsweise lumineszierende Metallchelate , 
Biotin oder Peptidhaptene ohne wei teres eingefiihrt werden. Bei 
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empf indlichen Fluoreszenzf arbstof fen oder -markierungen oder 
anderen Haptenen, wie etwa Steroiden, ist diese Vorgehensweise 
jedoch weniger bevorzugt, da diese Substanzen durch die bei der 
Festphasensynthese herrschenden Bedingungen' zerstort werden 
konnen. In diesem Falle erfolgt die Herstellung der Kon jugate 
vorzugsweise gemaS Verf ahrensvariante (b) , d.h. durch nach- 
tragliche Kopplung an das fertige Tragermolekul. Naturlich ist 
eine Kombination der Verf ahrensvarianten (a) und (b) moglich. 

Auch die Einfuhrung zwei verschiedener Gruppen gemaS Variante 
(b) , d.h. nach Beendigung der Synthese , z.B. eines Haptens und 
einer Markierungsgruppe oder eines Hapten und einer Festphasen- 
bindungsgruppe , ist moglich. Hierzu kann das Verfahren nach 
Variante (b) beispielsweise derart durchgefuhrt werden, dafi die 
erste einzuf uhrende Gruppe an Amino- und die zweite einzuf uhrende 
Gruppe an Thiolseitengruppen des Tragermolekul s gekoppelt wird. 
Andererseits konnen beide einzuf uhrenden Gruppen jeweils selektiv 
an vorbestimmte primare Aminoseitengruppen des Tragers gekoppelt 
werden, wobei an Positionen des Tragers, an denen eine Kopplung 
mit Haptenmolekulen erfolgen soil, ein Monomerderivat mit einer 
erst en Schutzgruppe fur die Aminoseitengruppe verwendet wird, und 
an Positionen des Tragers, an denen eine Kopplung mit Markie- 
rungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen erfolgen soil, ein 
Monomerderivat mit einer zweiten Schutzgruppe fur die Amino- 
seitengruppe verwendet wird und die erste und die zweite 
Schutzgruppe so ausgewahlt werden, daS eine selektive Schutz- 
gruppenabspaltung und demzufolge eine selektive Kopplung in zwei 
Reaktionsschritten moglich ist. Hierzu konnen die erste und 
zweite Schutzgruppe aus saurelabilen Aminoschutzgruppen, wie etwa 
Boc bzw. saurestabilen Schutzgruppen, wie etwa Phenylacetyl 
ausgewahlt werden . 

Bei dem erf indungsgemaSen Verfahren wird das Tragermolekul mit 
der gewunschteh Monomersequenz an einer Festphase hergestellt . 
Die Herstellung von Peptidtragern erfolgt vorzugsweise mit einem 
kommerziellen Peptid-Synthesegerat (z.B. die Gerate A 431 oder 
A 433 von Applied Biosystems) . Die Synthese erfolgt nach 



WO 96/03650 




PCT/EP95/02915 



13 

bekannten Methoden, vorzugsweise ausgehend vom Carboxyl terminus 
des Peptids unter Verwendung von Aminosaurederivaten . Vorzugs- 
weise werden Aminosaurederivate eingesetzt , deren fur die 
Kupplung benotigte Amino -Endgruppe mit einem Fluorenylmethyloxy- 
carbonyl (Fmoc) -Rest derivatisiert ist . Reaktive Seitengruppen 
der eingesetzten Aminosauren enthalten Schutzgruppen, die nach 
Beendigung der Peptidsynthese ohne weiteres abspaltbar sind. 
Bevorzugte Beispiele hierfur sind Schutzgruppen, wie etwa 
Triphenylmethyl (Trt) , t-Butylether (tBu) , t-Butylester (OtBu) , 
tert . -Butoxycarbonyl (Boc) , 2 , 2 , 5 , 7 , 8 -Pentamethylchroman- 6 - 
sulfonyl (Pmc) oder Phenylacetyl . 

Die Aminoseitenketten von Lysinresten oder anderen Aminosaure- 
derivaten mit primaren Aminoseitengruppen, die sich an Posit ionen 
des Peptids befinden, an denen ein Hapten oder eine Markierung 
eingefiihrt werden soil, sind gemaS Variante (a) kovalent mit der 
einzuf uhrenden Gruppe gekoppelt . 

Neben den 2 0 natur lichen Aminosauren kann das Peptid auch 
artefizielle Aminosauren, wie etwa S-Alanin, y-Aminobuttersaure , 
£ -Aminocapronsaure , Norleucin oder Ornithin enthalten. Diese 
artef iziellen Aminosauren werden analog wie die natiirlichen 
Aminosauren fur die Synthese in geschutzter Form eingesetzt. 

Gemafi Variante (b) des erf indungsgemaSen Verfahrens erfolgt nach 
Beendigung der Synthese die Einfiihrung des Haptens bzw. der 
Markierung durch Umsetzung des Peptids nach Schutzgruppen- 
abspaltung mit der jeweils gewunschten aktivierten Gruppe, die 
mit freien primaren Aminogruppen des Peptids reagiert . Pro freie 
primare Aminogruppe werden vorzugsweise 1,5 bis 4 Aquivalente 
Aktivester eingesetzt. AnschlieSend wird das Reaktionsprodukt 
auf gereinigt , vorzugsweise durch HPLC. Die Einfiihrung von zwei 
unterschiedlichen aktivierten Gruppen gemaS Variante (b) gelingt 
durch Verwendung von zwei selektiv abspaltbaren Schutzgruppen, 
wie oben erlautert . 

Das Peptidriickgrat des Konjugats besitzt eine nicht immunologisch 
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reaktive Aminosaureseguenz , d.h. eine Aminosaureseguenz , die bei 
der vorgesehenen Anwendung des Konjugats als Antigen in eine, 
immunologischen Nachweisverfahren die Durchfiihrung des Tests 
nicht beeintrachtigt . 

Andererseits kann das Ruckgrat des Tragermolekuls auch aus 
Nukleotiden oder peptidischen Nukleinsauren aufgebaut sein. Die 
Synthese eines Oligonukleotidtragermolekuls kann in einem 
kommerziellen DNA-Synthesegerat erfolgen. Die Haptenmolekule und 
die Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen werden vorzugs- 
wease als Phosphoramiditderivate eingefuhrt (Theisen et al 
supra; Applied Biosystems, User Bulletin 67, FAM Amidite, Mai 
1992) oder/und nachtraglich an freie reaktive Seitengruppen 
gekoppelt. Die Synthese von Tragermolekulen auf Basis peptidi- 
scher Nukleinsauren erfolgt analog einer Festphasenpeptidsyn- 
these, z.B. gemaS der in WO92/20703 beschriebenen Methode Die 
Emfuhrung von Haptenmolekiilen oder Markierungs- bzw. Fest- 
phasenbindungsgruppen kann entsprechend den fur Peptid- und 
Olxgonukleotidtrager beschriebenen Methoden erfolgen. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist auch die Verwendung 
der Konjugate als Antigene in einem immunologischen Verfahren 
wenn das Haptenmolekiil ein immunologisch reaktives Molekul ist 
oder zur DNA-Diagnostik , wenn das Hapten eine Nukleinsaure 1st'. 

Konjugate, die mehr als 1 Haptenmolekul enthalten, konnen in 
immunologischen Nachweisverfahren als Polyhaptene eingesetzt 
werden. 

Eine bevorzugte Ausf uhrungsf orm der Erfindung betrifft die 
Verwendung der Konjugate in einem immunologischen Verfahren zur 
Bestxmmung von spezifischen Antikorpern in einer Probef Ivissig- 
kext. Vorzugsweise werden solche Antikorper bestimmt, die auf 
erne Infektion durch Mikroorganismen, wie etwa Bakterien, Viren 
oder Protozoen, hinweisen. Besonders bevorzugt werden gegen Viren 
genchtete Antikorper, z.B. gegen HIV oder Hepatitis-viren 
genchtete Antikorper bestimmt. Die Probef lussigkeit ist vorzugs- 



■PCT/EP95/02915- 



15 

weise Serum, besonders bevorzugt humanes Serum. Weiterhin ist 
bevorzugt, daS die erf indungsgemaSen Konjugate bei einem 
immunologischen Verfahren im Briickentestf ormat eingesetzt werden. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist somit ein Verfahren 
zur immunologischen Bestimmung eines spezif ischen Antikorpers in 
einer Probef liissigkeit , welches dadurch gekennzeichnet ist, daB 
man (a) die Probef liissigkeit mit mindestens einem erfindungs- 
gemaSen Konjugat, das gegen den zu bestimmenden Antikorper 
gerichtet ist, inkubiert und (b) den Antikorper iiber eine Bindung 
mit dem Peptid nachweist. 

Das erf indungsgemaSe immunologische Bestimmungsverf ahren kann an 
sich nach jedem bekannten Test format erfolgen, z.B. in einem 
homogenen Immunoassay mit einer einzigen Reaktionsphase oder in 
einem heterogenen Immunoassay mit mehr als einer Reaktions- 
phase. Vorzugsweise wird ein heterogenes Test format verwendet, 
bei dem das Vorhandensein des Antikorpers in Anwesenheit einer 
Festphase nachgewiesen wird. Eine Ausf uhrungsf orm dieses 
Testf ormats ist das sogenannte Doppelantigen-Brucken-Testkonzept . 
Hierbei wird die Probef liissigkeit in Gegenwart einer reaktiven 
Festphase mit zwei gegen den zu bestimmenden Antikorper gerichte- 
ten Antigenen inkubiert, wobei das erste Antigen eine Markie- 
rungsgruppe tragt und das zweite Antigen an die Festphase 
gebunden ist oder in einer an die Festphase bindefahigen Form 
vorliegt. Das erste oder/und das zweite Antigen ist ein erfin- 
dungsgemaSes Konjugat. Der zu bestimmende Antikorper in der 
Probef liissigkeit wird gegebenenf alls nach Abtrennen der Festphase 
von der Inkubationsf liissigkeit durch Bestimmung der Markierung 
in der Festphase oder/und in der fliissigen Phase nachgewiesen. 
Vorzugsweise ist das erste Antigen ein mit einem lumineszierenden 
Metallchelat oder einer Fluoreszenzgruppe markiertes Konjugat. 
Das zweite Antigen ist vorzugsweise mit Biotin markiert und ist 
an eine Festphase bindefahig, die mit Streptavidin oder Avidin 
beschichtet ist. 

Die Testdurchfiihrung beinhaltet vorzugsweise ein Mischen der 



WO 96/03650 



PCT/EP95/02915 



16 

Probef lussigkeit mit dem ersten markierten Antigen und dem 
f estphasenseitigen zweiten Antigen, um einen markierten, 
immobilisierten Komplex aus erstem Antigen, Antikorper und 
f estphasengebundenem zweiten Antigen zu erhalten. Gegenuber 
anderen Testformaten zum Nachweis von Antikorpern fiihrt das 
Briickentestf ormat sowohl zu einer Verbesserung der Sensitivitat , 
d.h. es werden alle Immunglobulinklassen, wie etwa IgG, IgM, IgA 
und IgE, erkannt, als auch der Spezifitat, d.h. es wird die 
unspezif ische Reaktivitat verringert . 

Eine zweite bevorzugte Ausf uhrungsf orm der Erf indung betrif f t die 
Verwendung der Kon jugate in einem kompetitiven Immunoassay. 
Kompetitive Immunoassays werden im allgemeinen zum Nachweis von 
niedermolekularen Analyten verwendet und konnen prinzipiell in 
zwei Testformaten, dem "labelled antibody" Format und dem 
V labelled analog" Format durchgefuhrt werden. Beim "labelled 
antibody" Format wird die den nachzuweisenden Analyten enthal- 
tende Probef lussigkeit mit einem an eine Festphase bindefahigen 
Hapten, das mit dem Analyten immunologisch konkurriert, und einen 
markierten, gegen das Hapten und den Analyten gerichteten 
Rezeptor, z.B. einen Antikorper, markiert . Bei diesem Test format 
ist die an die Festphase gebundene Markierung umgekehrt propor- 
tional zur Konzentration des Analyten. Beim "labelled analog" 
Format wird die den nachzuweisenden Analyten enthaltende 
Probef lussigkeit mit einem markierten, mit dem Analyten immunolo- 
gisch konkurrierenden Hapten und einem gegen den Analyten und das 
Hapten gerichteten Rezeptor, der an eine Festphase bindefahig 
ist, inkubiert. Die Menge an f estphasengebundenem markiertem 
Hapten ist dann der Konzentration an freiem, zu bestimmendem 
Analyten umgekehrt proportional. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist somit ein Verf ahren 
zum Nachweis eines Analyten ±n einer Probef lussigkeit nach dem 
Prinzip des kompetitiven Immunoassay im "labelled analog" Format, 
dadurch gekennzeichnet , daS man (a) die Probef lussigkeit in 
Gegenwart einer reaktiven Festphase mit einem erf indungsgemafien 
Konjugat, das eine Markierungsgruppe enthalt, und einem Rezeptor, 
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der an die Festphase gebunden oder zur Bindung an eine Festphase 
fahig ist und eine spezifisch immunologische Reaktion mit dem 
Analyten und der Hapten- komponente des Konjugats eingehen kann, 
inkubiert, (b) die Festphase gegebenenf alls von der Inkubations- 
f lussigkeit abtrennt und (c) das Vorhandensein oder/und die Menge 
des Analyten in der Probef lussigkeit durch Messung der Markie- 
rungskomponente des Konjugats in der Festphase oder/und in der 
Inkubationsf lussigkeit bestimmt. Als immobilisierbaren Rezeptor 
verwendet man vorzugsweise einen biotinylierten Antikorper bzw. 
ein biotinyliertes Antikorperf ragment und als reaktive Festphase 
eine mit Streptavidin oder Avidin beschichtete Festphase. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probef lussigkeit 
nach dem Prinzip des kompetitiven Immunoassay im "labelled 
antibody" Format, dadurch gekennzeichnet, daS man (a) die Probe- 
fliissigkeit in Gegenwart einer reaktiven Festphase mit einem 
erf indungsgemaSen Konjugat, das eine Festphasenbindungsgruppe 
enthalt, und einem Rezeptor, der eine Markierungsgruppe tragt und 
eine spezifisch immunologische Reaktion mit dem Analyten und der 
Haptenkomponente des Konjugats eingehen kann, inkubiert, (b) die 
Festphase gegebenenf alls von der Inkubationsf lussigkeit abtrennt 
und (c) das Vorhandensein oder/und die Menge des Analyten in der 
Probef lussigkeit durch Messung der Markierungskomponente des 
Rezeptors an der Festphase oder/und in der Inkubationsf lussigkeit 
bestimmt. Vorzugsweise verwendet man ein biotinyliertes Konjugat 
und eine mit Streptavidin oder Avidin beschichtete Festphase. Als 
markierten Rezeptor verwendet man vorzugsweise einen Antikorper 
bzw. ein Ant ikorper fragment . 

Der Nachweis von lumineszierenden Metallchelatgruppen erfolgt 
vorzugsweise durch Elektrochemilumineszenz , wobei lumineszierende 
Spezies elektrochemisch an der Oberflache einer Elektrode erzeugt 
werden. Der Nachweis der Lumineszenz kann qualitativ oder/und 
quantitativ erfolgen. Beispiele zur Durchfuhrung von Lumineszenz- 
Assays finden sich in EP-A-0 580 979, WO 90/05301, WO 90/11511 
und WO 92/14138. Auf die dort offenbarten Verfahren und Vor- 
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richtungen fur Lumineszenz -Assays wird hiermit Bezug genommen. 
Die Festphase in Elektrochemilumineszenz -Assays besteht vorzugs- 
weise aus Mikropartikeln, besonders bevorzugt magnet ischen 
Mikropartikeln, die mit einer Beschichtung versehen sind, die mit 
dem festphasenseitigen zweiten Antigen wechselwirkt . Vorzugsweise 
sind die Mikropart ikel mit Streptavidin beschichtet . 

Die Elektrochemilumineszenz -Messung wird vorzugsweise in 
Gegenwart eines Reduktionsmittels fiir den Metallkomplex durch- 
gefuhrt, z.B. einem Amin. Bevorzugt sind aliphatische Amine, 
insbesondere primare , sekundare und tertiare Alkylamine, deren 
Alkylgruppen jeweils ein bis drei Kohlenstof f atome aufweist. 
Besonders bevorzugt ist Tripropylamin . Das Amin kann jedoch auch 
ein aromatisches Amin, wie Anilin oder ein heterocyklisches Amin 
sein . 

Weiterhin kann gegebenenf alls als Verstarker ein nichtionisches 
oberflachenaktives Mittel, z.B. ein ethoxyliertes Phenol 
vorhanden sein. Derartige Substanzen sind beispielsweise 
kommerziell unter den Bezeichnungen Triton X100 oder Triton N-401 
erhaltlich. 

Andererseits kann der Nachweis der lumineszierenden Metallchelat- 
gruppe auch durch Fluoreszenz erfolgen, wobei das Metallchelat 
durch Bestrahlung mit einem Licht der geeigneten Wellenlange 
angeregt und die daraus resultierende Fluoreszenzstrahlung 
gemessen wird. Beispiele zur Durchfuhrung von Fluoreszenz -Assays 
finden sich in EP-A-0 178 450 und EP-A-0 255 534. Auf diese 
Offenbarung wird hiermit Bezug genommen. 

Der Nachweis von Fluoreszenzgruppen , die ebenso wie die lumi- 
neszierenden Metallchelate zu den bevorzugten Markierungsgruppen 
der erf indungsgemaSen Kon jugate gehoren, kann - wie zuvor ausge- 
fiihrt - durch Anregung und Messung der Fluoreszenz auf bekannte 
Weise erfolgen. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
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immunologisches Reagenz, das mindestens ein erf indungsgemaSes 
markiertes oder f estphasenbindef ahiges Konjugat enthalt. Ein 
Reagenz zur immunologischen Bestimmung eines spezifischen 
Antikorpers nach dem Prinzip des Doppelant igen-Briickentests 
enthalt (a) ein markiertes erf indungsgemaSes Konjugat oder/und 
(b) ein weiteres erf indungsgemaSes Konjugat, das an eine 
Festphase gebunden ist oder in einer an eine Festphase bindefahi- 
gen Form vorliegt. 



Ein Reagenz zur Bestimmung eines Analyten, vorzugsweise eines 
niedermolekularen Analyten nach dem Prinzip des kompetitiven 
Immunoassays enthalt ein markiertes Konjugat ("labelled analog" - 
Format) oder ein f estphasenbindef ahiges Konjugat ("labelled 
antibody" -Format) , das mit dem zu bestimmenden Analyten immunolo- 
gisch urn die Bindung an einen Rezeptor konkurriert . Vorzugsweise 
enthalt das Reagenz fur einen kompetitiven Immunoassay raumlich 
getrennt vom erf indungsgemaSen Konjugat entweder einen markierten 
Rezeptor ("labelled antibody " -Format ) oder einen f estphasenbinde- 
fahigen Rezeptor ("labelled analog" -Format ) , der mit dem zu 
bestimmenden Analyten und dem erf indungsgemaSen Konjugat eine 
immunologische Reaktion eingehen kann. 

Die Erfindung wird weiterhin durch die folgenden Beispiele und 
Abbildungen erlautert . Es zeigen: 



Abb. 1 ein Metallchelat-Lysin-Derivat , 

Abb. 2 ein Biotin-Lysin-Derivat , 

Abb. 3 ein erf indungsgemaSes Konjugat 

Abb. 4 ein Vergleichskonjugat . 

Beispiel 1 

Her st el lung eines Me tallchelat-Ly sin -Deri vats 

6 mmol des Rutheniumkomplexes Ru (Bipyridin) 2 (Bipyridin-CO-N- 
hydroxysuccinimidester) gemaS EP-A-0 580 979 wurden in 50 ml 
Dimethylf ormamid gelost und dazu eine Losung von a-Fmoc-Lysin 
getropft. Nach Abziehen des Losungsmittels wurde der Riickstand 
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in wenig Aceton gelost, mit 300 ml Chloroform versetzt und kurz 
zum Sieden erhitzt. Nach Abtrennen des Losungsmittels wurde die 
in Abb. 1 gezeigte Verbindung als Feststoff erhalten. 

Beispiel 2 

Herstellung von Metallchelat -markierten und biotinylierten 
Peptiden 

Die Metallchelat-markierten bzw. biotinylierten Peptide wurden 
mittels Fluorenylmethyloxycarbonyl- (Fmoc) -Festphasenpept idsyn- 
these an einem Batch-Peptidsynthesizer , z.B. von Applied 
Biosystems A431 oder A433, hergestellt . Dazu wurden jeweils 4.0 
Aquivalente der in Tabelle 1 dargestellten Aminosaurederivate 
verwendet : 

Tabelle 1: 



A 


Fmoc -Ala -OH 


C 


Fmoc-Cys (Trt) -OH 


D 


Fmoc -Asp (OtBu) -OH 


E 


Fmoc-Glu (OtBu) -OH 


F 


Fmoc-Phe-OH 


G 


Fmoc-Gly-OH 


H 


Fmoc -His (Trt) -OH 


I 


Fmoc -lie -OH 


K 


Fmoc-Lys (Boc) -OH 


L 


Fmoc - Leu - OH 


M 


Fmoc -Met -OH 


N 


Fmoc-Asn (Trt) -OH 


P 


Fmoc -Pro -OH 


Q 


Fmoc-Gln (Trt) -OH 


R 


Fmoc-Arg (Pmc) -OH 


S 


Fmoc-Ser (tBu) -OH 


T 


Fmoc-Thr (tBu) -OH 
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TT 

u 


Fmo c - ISAl an 1 n - OH 


V 


Fmoc-Val -OH 


w 


Fmo c - Trp - OH 


Y 


Fmoc-Tyr (tBu) -OH 


z 


Fmoc- e -Aminocapronsaure-OH 


Nle 


Fmoc- e -Norleucin-OH 


Abu 


Fmoc-7-Aminobuttersaure-OH 



Die Einfuhrung von Metallchelat- und Biotingruppen in die 
Peptidsequenz erfolgte durch direkten Einbau von Metallchelat - 
Oder Biotin-gekoppelten Aminosaurederivaten, z.B. innerhalb der 
Sequenz uber einen mit Metallchelat-Aktivester € -derivatisierten 
Lysinrest (Abb. 1) bzw. uber einen mit Biotin derivatisierten 
Lysinrest (Abb. 2) oder N- terminal durch Verwendung eines 
entsprechenden a-derivatisierten Aminosaurerests . 

Die Aminosauren oder Aminosaurederivate wurden in N-Methyl- 
pyrrolidon gelost . Das Peptid wurde an 400-500 mg 4-(2' / 4'- 
Dimethoxyphenyl-Fmoc-Aminomethyl) -Phenoxy-Harz (Tetrahedron 
Letters 28 (1987), 2107) mit einer Beladung von 0 , 4 -0 , 7 mmol/g 
aufgebaut (JACS 95 (1973), 1328). Die Kupplungsreakt ionen wurden 
bezuglich des Fmoc-Aminosaurederivats mit 4 Aquivalenten 
Dicyclohexylcarbodiimid und 4 Aquivalenten N-Hydroxybenzotriazol 
in Dimethylf ormamid als Reaktionsmedium wahrend 2 0 min durch- 
gefuhrt. Nach jedem Syntheseschritt wurde die Fmoc-Gruppe mit 
20%igem Piperidin in Dimethylf ormamid in 20 min abgespalten. 

Die Freisetzung des Peptids vom Trager und die Abspaltung der 
saurelabilen Schutzgruppen erfolgte mit 20 ml Trif luoressigsaure , 
0,5 ml Ethandithiol , 1 ml Thioanisol, 1,5 g Phenol und 1 ml 
Wasser in 4 0 min bei Raumtemperatur . Die Reaktionslosung wurde 
anschlieSend mit 3 00 ml gekuhltem Diisopropylether versetzt und 
zur vollstandigen Fallung des Peptids 40 min bei 0°C gehalten. 
Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit Diisopropylether nachge- 
waschen, mit wenig 50 %-iger Essigsaure gelost und lyophilisiert . 
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Das erhaltene Rohmaterial wurde mittels praparativer HPLC an 
Delta-PAK RP C18-Material (Saule 50 x 300 mm, 100 A, 15 /x) iiber 
einen entsprechenden Gradienten (Eluent A: Wasser, 0,1% Trifluor- 
essigsaure, Eluent B: Acetonitril, 0,1% Trif luoressigsaure) in 
ca. 120 min. auf gereinigt . Die I dent it at des eluierten Materials 
wurde mittels Ionenspray-Massenspektrometrie gepriif t . 

Die Entfernung von saurestabilen Phenylacetylschutzgruppen 
erfolgte enzymatisch mit immobilisierter oder loslicher Penicil- 
lin G-Amidase in wafiriger Losung mit organischem Solvensanteil 
bei Raumtemperatur . 

Beispiel 3 

Kopplung mit Haptenen 

Das Metallchelat-markierte bzw. biotinylierte Peptid wurde in 
Dimethyl formamid gelost und beziiglich der kupplungsf ahigen 
Positionen des Peptids (z.B. Aminoseitengruppen von Lysin) 
jeweils ein leichter UberschuS (ca. 30 %) des aktivierten Haptens 
(z.B. N-Hydroxysuccinimidester) zugef ugt . Es wurde fur 1 Stunde 
bei Raumtemperatur geruhrt, das Losungsmittel im Hochvakuum 
abgezogen und das Peptid iiber praparative HPLC gereinigt . 

Unter Verwendung des in Abb. 1 gezeigten Metallchelat-Lysin- 
Derivats als Markierungsgruppe und von Estradiol (E2) als Hapten 
wurden Konjugate mit der folgenden Struktur hergestellt: 

I : AcK (BPRu) UEUEUK (E2 ) UEUEUK (BPRu) UEUK (E2 ) -NH 2 
II : AcK (BPRu) UEUEUK (E2) UEUEUK ( BPRu )U-NH 2 

Das Konjugat I ist in Abb. 3 dargestellt. Der Aminoterminus der 
Peptidketten ist durch Acetyl (Ac) geschiitzt . Der Carboxyltermi - 
nus liegt als Saureamidgruppe vor . 

Die Metallchelat- und Haptenmolekiile sind jeweils iiber die 
e -Aminoseitengruppe der Lysine an die Peptidkette gekoppelt . 
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Auf analoge Weise wurde unter Verwendung von Testosteron als 
Haptenmolekul ein Konjugat mit der Sequenz von Konjugat I 
synthetisiert . 

Die Struktur der hergestellten Konjugate wurde durch 1 H-NMR (500 
MHz) uberpriift und bestatigt. 



Beispiel 4 

Bestimmung von Estradiol in Serum 

Es wurde ein kompetitiver Zweischritt -Assay nach dem "labelled 
analog" -Format zur Bestimmung von Estradiol in Humanserum 
durchgef uhrt . Hierzu wurden 90 /xl Losung 1 (0,69 nmol/1 erfin- 
dungsgemaSes Konjugat I (Abb. 3) bzw. 1,68 nmol/1 Vergleichskon- 
jugat (Abb. 4), jeweils in 50 mmol/1 4 -Morpholinethansulf onsaure 
(MES) , pH 6,8, 0,1 % Rinderserumalbumin, 0,1 % Thesit, 0,01 % 
Methyl isothiazolon, 0,1 % Oxypyrion, 30 ng/ml Ablosereagenz 
Dihydrotestosteron) zusammen mit 50 ^1 Probe (Serumprobe oder 
Estradiol Standard) in einem Polystyrolgef aS 10 min bei 37°C 
inkubiert . AnschlieSend erfolgte die auf einanderf olgende Zugabe 
von 90 fil Losung 2 (0,7 jxg/ml bzw. 1,4 /ig/ml Konjugat aus Biotin 
und polyklonalem Anti-Estradiol-Kaninchen-Fab' in 50 mmol/1 MES- 
Puffer pH 6,0) und 50 pi Bead-Suspension (720 ^tg/ml Streptavidin- 
beschichtete Magnetpartikel , Fa. Dynal) . 

Nach weiteren 10 min Inkubation bei 37°C wurden 150 jxl der 
Mischung in eine MeSzelle uberf iihrt . Dort erfolgte eine magne- 
tische Konzentrierung der Bead-Partikel und der daran haftenden 
Rutheniummarkierung an die Elektrodenoberf lache und eine 
Detektion des elektrochemisch erzeugten Chemilumineszenzsignals 
bei 28°C. 

Das in Tabelle 2 dargestellte Ergebnis dieses Versuchs zeigt, daS 
das erf indungsgemaSe Konjugat gegenuber dem Vergleichskonjugat 
eine deutliche Verbesserung der Testperf ormance hinsichtlich 
Sensitivitat und unterer Nachweisgrenze bringt . 
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Tabelle 2 



Antigen 


Konjugat I 
(Erf indung) 


Konjugat (Ver- 
gle i ch ) 


Antigenkonzentrat ion (nmol/1) 


0, 69 


1,68 


Rutheniumkomplex-Konzentra- 
tion (nmol/1) 


1 , 68 


1,68 


Konzentration Antiserum 
\t*g/™± ) 


0,7 


1,4 


Counts Standard F 


80412 


87709 


Counts Standard B 


653420 


1224219 


Counts Standard A 


861140 


1445270 


Verhaltnis B/A 


0, 759 


0, 847 


Verhaltnis F/A 


0 f 093 


0, 061 


Verhaltnis F/E 


0, 546 


0 , 442 


untere Nachweisgrenze 
pg/ml (3 % VK) 


15, 9 


25, 1 
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PATENTANS PRUCHE 

1. Konjugat, umfassend einen polymeren Trager mit maximal 100 
monomeren Einheiten, der gekoppelt an reaktive Seiten- 
gruppen 1-10 Haptenmolekule und 1-10 Markierungs- oder 
Festphasenbindungsgruppen enthalt, wobei die monomeren 
Einheiten aus Aminosauren, Nukleotiden, Nukleot idanaloga 
und peptidischen Nukleinsauren ausgewahlt sind. 

2. Konjugat nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , 

da£ der polymere Trager eine Lange von 3 - 80 monomeren 
Einheiten auf weist . 

3. Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS der polymere Trager eine Lange von 5 - 6 0 monomeren 
Einheiten auf weist . 

4. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es 1 - 6 Haptenmolekule enthalt . 

5. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es 2 - 8 Markierungs- oder Festphasenbindungsgruppen 
enthalt . 

6. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der polymere Trager eine aus Aminosauren aufgebaute 
Peptidkette umf aSt . 



Konjugat nach einem der Anspruche 1-5, 
dadurch gekennzeichnet, 
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daS der polymere Trager eine aus Nukleotiden oder/und 
Nukleotidanaloga auf gebaute Kette umfafit . 

8. Konjugat nach einem der Anspruche 1-5, 
dadurch gekeimzeichnet , 

da£ der polymere Trager eine aus peptidischen Nukleinsauren 
auf gebaute Kette umf aSt . 

9. Konjugat nach Anspruch 7 oder 8, 
dadurch gekeimzeichnet, 

daS der polymere Trager als Doppelstrang vorliegt. 

10. Konjugat nach Anspruch 9, 
dadurch gekeimzeichnet, 

daS der Doppelstrang mindestens eine Kette enthalt, die 
peptidische Nukleinsauren umf aSt . 

11. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekeimzeichnet, 

daS die Haptenmolekiile und Markierungs- bzw. Festphasenbin- 
dungsgruppen iiber reaktive Amino- oder/und Thiol -Seiten- 
gruppen an den polymeren Trager gekoppelt sind. 

12. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekeimzeichnet, 

daS es Markierungsgruppen enthalt, die aus lumineszierenden 
Metallchelaten oder Fluoreszenzgruppen ausgewahlt sind. 

13. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekeimzeichnet, 

daS es Festphasenbindungsgruppen enthalt, die aus Biotin 
und Biotinanaloga ausgewahlt sind. 

14. Konjugat nach Anspruch 12, 
dadurch gekeimzeichnet, 

daS die Markierungsgruppen lumineszierende Metallchelate 
sind und der polymere Trager mindestens einen positiven 
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oder/und negativen Ladungstrager enthalt . 

15. Konjugat nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Markierungsgruppen Fluoreszenzgruppen sind und 
polymere Trager eine im wesentlichen helikale Struktur 
auf weist . 

16. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Hapten ein immunologisch reaktives Molekul mit 
einer Molekularmasse < 2000 Da ist . 

17. Konjugat nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Hapten aus pharmakologischen Wirkstof fen, Hormonen, 
Metaboliten, Vitaminen, Mediatoren und Neurotransmittern 
ausgewahlt ist . 

18. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Hapten aus immunologisch reaktiven Peptidepitopen 
mit einer Lange bis zu 3 0 Aminosauren ausgewahlt ist. 

19. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Hapten aus Nukleinsauren mit einer Lange bis zu 50 
Nukleotiden ausgewahlt ist. 

20. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi das Hapten aus peptidischen Nukleinsauren mit einer 
Lange bis zu 50 Monomereinheiten ausgewahlt ist. 

21. Verfahren zur Herstellung von Konjugaten nach einem der 
Anspriiche 1 bis 20, 

dadurch gekennzeichnet, 
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da£ man einen polymeren Trager aus monomeren Einheiten an 
einer Festphase synthetisiert , wobei man 

(a) wahrend der Synthese an vorbest immten Positionen des 
Tragers Monomerderivate einfiihrt," die kovalent mit 
Haptenmolekiilen oder/und Markierungs- bzw. Festphasen- 
bindungsgruppen gekoppelt sind, oder/und 

(b) nach der Synthese aktivierte Haptenmolekiile oder/und 
Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen an reak- 
tive Seitengruppen des Tragers koppelt. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet # 

date man einen Peptidtrager aus Aminosaurederivaten syn- 
thetisiert . 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, 
dadurch gekeimzeichnet , 

dafi in Variante (a) die Haptenmolekiile oder/und Markie- 
rungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen jeweils an eine 
primare Aminogruppe oder eine Thiolgruppe des Monomer der i- 
vats gekoppelt sind. 

24. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, 
dadurch gekeimzeichnet, 

daS in Variante (b) die Kopplung an Amino- oder/und Thiol - 
Seitengruppen des Tragers nach Abspaltung von Schutzgruppen 
der zur Festphasensynthese verwendeten Monomerderivate 
erf olgt . 

25. Verfahren nach Anspruch 21, 22 oder 24, 
dadurch gekeimzeichnet, 

daS man nach der Synthese in Variante (b) die Hapten- 
molekiile und Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen an 
primare Aminoseitengruppen des Tragers koppelt, wobei an 
Positionen des Tragers, an denen eine Kopplung mit Hapten- 
molekiilen erf olgen soil , ein Monomerderivat mit einer 
ersten Schutzgruppe fur die Amino-Seitengruppe verwendet 



PGT/EP95/02915 



29 

wird, und an Positionen des Tragers, an denen eine Kopplung 
mit Markierungs- bzw. Festphasenbindungsgruppen erfolgen 
soil, ein Monomerderivat mit einer zweiten Schutzgruppe fur 
die Aminoseitengruppe verwendet wird und die erste und die 
zweite Schutzgruppe so ausgewahlt werden, daS eine selek- 
tive Schutzgruppenabspaltung moglich ist. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die erste und zweite Schutzgruppe aus saurelabilen bzw. 
saurestabilen Schut zgruppen ausgewahlt werden. 

27. Verwendung von Konjugaten nach einem der Ansprtiche 1 bis 20 
als Antigen in einem immunologischen Verfahren oder zur 
Nukleinsaure-Diagnostik. 

28. Verwendung nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man Konjugate, die mehr als 1 Haptenmolekul enthalten, 
als Polyhaptene in immunologischen Nachweisverf ahren 
einsetzt . 

29. Verwendung nach Anspruch 27 oder 28 in einem kompetitiven 

Immunoassay. 

30. Verwendung nach Anspruch 27 oder 28 in einem Immunoassay 
zum Nachweis spezifischer Antikorper. 

31. Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe- 
flussigkeit nach dem Prinzip des kompetitiven Immunoassay 
im "labelled analog 1 ' Format, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man 

(a) die Probefliissigkeit in Gegenwart einer reaktiven 
Festphase mit einem Konjugat nach einem der Anspriiche 
1 bis 20, das eine Markierungsgruppe enthalt, und 
einem Rezeptor, der an die Festphase gebunden oder zur 
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Bindung an eine Festphase fahig ist und eine spezi- 
f isch immunologische Reaktion mit dem Analyten und der 
Haptenkomponente des Konjugats eingehen kann, inku- 
biert, 

(b) die Festphase gegebenenf alls von der Inkubationsf liis - 
sigkeit abtrennt und 

(c) das Vorhandensein oder/und die Menge des Analyten in 
der Probef lussigkeit durch Messung der Markierungskom- 
ponente des Konjugats in der Festphase oder/und in der 
Inkubationsf lussigkeit bestimmt . 

32. Verfahren nach Anspruch 31, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als Rezeptor einen biotinylierten Antikorper bzw. 
ein biotinyliertes Antikorperf ragment und eine mit Strepta- 
vidin oder Avidin beschichtete Festphase verwendet. 

33. Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe- 
flussigkeit nach dem Prinzip des kompetitiven Immunoassay 
im "labelled antibody " Format, 

dadurch gekennzeichnet, 
dafi man 

(a) die Probef lussigkeit in Gegenwart einer reaktiven 
Festphase mit einem Konjugat nach einem der Anspruche 
1 bis 20, das eine Festphasenbindungsgruppe enthalt, 
und einem Rezeptor, der eine Markierungsgruppe tragt 
und eine spezifisch immunologische Reaktion mit dem 
Analyten und der Haptenkomponente des Konjugats 
eingehen kann, inkubiert, 

(b) die Festphase gegebenenf alls von der Inkubationsf lus- 
sigkeit abtrennt und 

(c) das Vorhandensein oder/und die Menge des Analyten in 
der Probef lussigkeit durch Messung der Markierungskom- 
ponente des Rezeptors in der Festphase oder/und in der 
Inkubationsf lussigkeit bestimmt. 
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34. Verfahren nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man ein biotinyliertes Konjugat und eine mit Strepta- 
vidin oder Avidin beschichtete Festphase verwendet . 

35. Verfahren zum Nachweis eines spezifischen Antikorpers in 
einer Probef liissigkeit , 

dadurch gekennzeichnet , 
daS man 

(a) die Probef liissigkeit mit mindestens einem Konjugat 
nach einem der Anspriiche 1 bis 20, das gegen den zu 
bestimmenden Antikorper gerichtet ist, inkubiert und 

(b) den Antikorper iiber eine Bindung mit dem Konjugat 
nachweist . 

36. Verfahren nach Anspruch 35, 
dadurch gekennzeichnet/ 

daS man 

(a) die Probef liissigkeit in Gegenwart einer reaktiven 
Festphase und zwei gegen den zu bestimmenden Antikor- 
per gerichteten Antigenen inkubiert, wobei das erste 
Antigen eine Markierungsgruppe tragt und das zweite 
Antigen an die Festphase gebunden oder in einer an die 
Festphase bindefahigen Form vorliegt, 

(b) die Festphase gegebenenf alls von der Inkubationsf liis- 
sigkeit abtrennt und 

(c) das Vorhandensein oder/und die Menge des Antikorpers 
durch Bestimmung der Markierung in der Festphase 
oder/und in der fliissigen Phase nachweist, 

wobei man als erstes oder/und zweites Antigen ein Konjugat 
nach einem der Anspriiche 1 bis 20 verwendet. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, 
dadurch gekennzeichnet / 

dafi man als erstes Antigen ein mit einem lumineszierenden 
Metallchelat oder einer Fluoreszenzgruppe markiertes 
Konjugat verwendet . 
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38. Verfahren nach Anspruch 3 6 oder 37, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS man als zweites Antigen ein biot inyliertes Konjugat und 
eine mit Streptavidin oder Avidin beschichtete Festphase 
verwendet . 
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